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1 Einleitung 
Fettsäuren (FS) rückten in den letzten Jahren durch Berichte über ihren erfolgreichen Ein-
satz im Rahmen der Therapie verschiedenster, meist entzündlicher Erkrankungen wie 
Rheumatoider Arthritis und Atopischer Dermatitis (AD) in den Blickpunkt wissenschaftlichen 
Interesses. Auch im Rahmen der Behandlung veterinärmedizinisch relevanter Erkrankungen 
wie der Caninen Atopischen Dermatitis (CAD) wurde der erfolgreiche Einsatz diätetischer FS 
beschrieben. Im Zuge dessen wurde versucht, die positiven Effekte der FS auf zellulärer 
Ebene zu erklären, was bis heute nicht vollständig gelungen ist. FS sind in die verschiedens-
ten zellulären Prozesse involviert, weswegen für die Erklärung der beobachteten positiven 
Effekte diätetisch supplementierter FS viele mögliche Angriffspunkte existieren.  
So hat das FS-Muster der Zellmembran beispielsweise entscheidenden Einfluss auf deren 
Fluidität, verbunden mit der funktionellen Beeinflussung membranständiger Rezeptoren und 
Enzyme und damit der Signaltransduktion. Desweiteren stellen FS die Vorläufer von Entzün-
dungsmediatoren wie Prostaglandinen (PG), Leukotrienen (LT) und Thromboxanen (TX) dar, 
die durch die Wirkung von Enzymen wie der cytosolischen Phospholipase A2 (cPLA2), der 
Cyclooxygenase (COX) oder der Lipoxygenase (LOX) aus mehrfach ungesättigten C20-
Fettsäuren (PUFA, engl: polyunsaturated fatty acids) gebildet werden und für das klinische 
Bild verschiedenster entzündlicher Erkrankungen mitverantwortlich sind. Eine zentrale Be-
deutung im Rahmen der Synthese dieser Entzündungsmediatoren kommt dabei der cPLA2 
zu, die nach ihrer Aktivierung bevorzugt Arachidonsäure (AA) aus zellulären Membranen 
freisetzt und damit den Vorläufer proinflammatorischer Eikosanoide liefert. Dabei scheint die 
Art der durch dieses Enzym freigesetzten FS und damit auch die Art und biologische Potenz 
der im Weiteren gebildeten Entzündungsmediatoren durch die FS-Zusammensetzung der 
Zellmembran beeinflussbar zu sein. FS im Allgemeinen und PUFA im Speziellen sind 
daneben auch in der Lage, die Transkription verschiedenster Gene zu beeinflussen, indem 
sie die Wirkung von Transkriptionsfaktoren wie dem Nuclear Factor κB (NF-κB) oder den 
Peroxisomenproliferator-aktivierten Rezeptoren (PPAR) modulieren. PUFA sind direkte 
PPAR-Agonisten und können über diese Liganden-aktivierbaren Transkriptionsfaktoren, die 
zur Superfamilie der Kernrezeptoren gehören, verschiedenste Stoffwechselwege, beispiels-
weise im Rahmen des Lipidkatabolismus und der Glukose-Homöostase sowie Entzündungs-
reaktionen beeinflussen. 
 
Die Mastzelle (MZ) spielt eine zentrale Rolle für die Pathogenese allergischer Erkrankungen 
wie der CAD. Von der MZ synthetisierte und freigesetzte Mediatoren tragen dabei entschei-
dend zum klinischen Bild dieser in der tierärztlichen Praxis häufig zu beobachtenden Erkran-
kung bei. Der Ausgangspunkt für die Synthese proinflammatorisch wirkender Mediatoren ist 
Einleitung 
Seite 2 
die cPLA2. Dieses Enzym setzt bevorzugt AA aus der Phospholipidfraktion der Zellmembra-
nen frei und stellt damit den Ausgangsstoff für die Synthese proinflammatorisch wirkender 
Eikosanoide zur Verfügung. Wird AA in den Membranphospholipiden durch andere FS er-
setzt, was nachgewiesenermaßen durch die Supplementierung entsprechender FS sowohl in 
vitro als auch in vivo erreicht werden kann, stehen diese nach ihrer Freisetzung durch 
Phospholipasen (PL) anstelle der AA für die Eikosanoidproduktion zur Verfügung. Dabei be-
stimmt die Art der FS das inflammatorische Potential der gebildeten Lipidmediatoren. Die 
cPLA2 stellt aber nicht nur die Substrate für die Synthese von Lipidmediatoren zur Verfü-
gung, sondern scheint auch an der Freisetzung von in Granula gespeicherten Mastzellme-
diatoren, wie beispielsweise Histamin, beteiligt zu sein. Die im Rahmen der cPLA2-
Aktivierung freigesetzten FS stellen nicht nur die Ausgangsstoffe für die Synthese von Eiko-
sanoiden dar, sondern können nachgewiesenermaßen auch direkt auf intrazelluläre Signal-
wege Einfluss nehmen, beispielsweise als natürliche Liganden der PPAR. Diese zur Groß-
familie der Kernrezeptoren (NR) zählenden Rezeptoren repräsentieren ligandenaktivierte 
Transkriptionsfaktoren und sind in diesem Zusammenhang an der Regulation der Transkrip-
tion verschiedenster Gene beteiligt. Sie wurden in zahlreichen Geweben und Zelltypen 
nachgewiesen, u.a. auch in MZ. Nach der Dimerisierung mit einem weiteren Vertreter nukle-
ärer Rezeptoren, dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR), sind sie an der Regulation von Genen 
beteiligt, die beispielsweise im Rahmen der ß- und ω-Oxidation von FS sowie der Glukose-
Homöostase von Bedeutung sind. Besonders die Isoform PPARγ spielt aber auch bei der 
Regulation entzündlicher Reaktionen eine Rolle. So konnte beispielsweise ein Zusammen-
hang zwischen der PPAR- und der PLA2-Expression aufgezeigt werden. 
Die positiven Effekte der Supplementierung von PUFA auf das klinische Bild verschiedenster 
inflammatorischer Erkrankungen bzw. auf verschiedenste Entzündungsparameter in in-vitro-
Modellen wurden in zahlreichen Studien belegt. Es existieren jedoch kaum Arbeiten, die die 
Aufklärung eines möglichen Zusammenhangs zwischen der Supplementierung verschiede-
ner PUFA, der sie freisetzenden cPLA2 und PPAR als PUFA-Rezeptoren mit antiinflammato-
rischer Wirkung zum Inhalt haben. Das Ziel dieser Arbeit ist es entsprechend, einen Beitrag 
zur Aufklärung der molekularen Mechanismen zu leisten, die diesen positiven Effekten 
zugrunde liegen, da dazu bis heute nur wenige Erkenntnisse vorliegen. An einer caninen 
MZ-Linie, den C2-Zellen, soll untersucht werden, ob die vielfach beschriebenen antiinflam-
matorischen Wirkungen von PUFA zumindest partiell auf die Beeinflussung der Expression 
und Aktivität der cPLA2 als Schlüsselenzym der Synthese von Entzündungsmediatoren 
und/oder auf eine veränderte Expression des nachweislich antiinflammatorische Effekte her-
vorrufenden Kernrezeptors PPARγ zurückgeführt werden kann. 
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2 Literaturübersicht 
2.1 Cytosolische Phospholipase A2 (cPLA2)  
2.1.1 Einteilung der Phospholipasen 
Die cPLA2 gehört zur Familie der Phospholipasen (PL), die entsprechend ihrer Funktion zwei 
große Gruppen phosphoglyceridspaltender Enzyme umfasst: zum einen die Gruppe der Ver-
dauungsenzyme, die in hohen Konzentrationen in den Verdauungssäften, in bakteriellen 
Sekreten und in Giften zu finden sind und zum anderen die Gruppe der meist intrazellulären 
PL, die biologisch aktive Signalmoleküle bzw. deren Vorstufen synthetisieren. 
Entsprechend ihrem Angriffspunkt am Phosphoglyceridgerüst unterscheidet man die 
Phospholipasen A (PLA), die FS abspalten, die Phospholipasen C (PLC), die Spezifität für 
die Phosphorsäurediester-Bindung zum Glycerin aufweisen und die Phospholipasen des 
Typs D (PLD), die spezifisch die Bindung zur hydrophilen Gruppe spalten. Als Phospholipase 
B (PLB) bezeichnet man ein Gemisch der PLA1 und A2. Neben dieser Stellungsspezifität 
weisen die in allen Geweben vorkommenden PL auch eine hohe Spezifität bezüglich des zu 
spaltenden Phosphoglycerids auf. 
Die PLAs sind Acylhydrolasen und besitzen neben ihrer PLA- auch noch weitere verwandte 
Enzymaktivitäten (Lysophospholipase, Transacylase; (GHOSH et al. 2006). In Abhängigkeit 
davon, ob die lipolytische Abspaltung der FS vom Glyceringerüst am α- oder β-C-Atom des 
Glycerins stattfindet, unterscheidet man zwischen den PLA1 und A2. PLA1 kommen in allen 
Zellen vor; Erkenntnisse über eine mögliche Beteiligung an pathophysiologischen Vorgängen 
fehlen aber. Im Gegensatz dazu stellen PLA2 aufgrund ihrer Bedeutung für die Produktion 
proinflammatorischer Lipidmediatoren das Objekt zahlreicher Untersuchungen dar. Die PL 
vom Typ A2 umfassen zehn Gruppen (I-X), wobei drei große Familien unterschieden werden 
(DENNIS 1997): die sekretorischen extrazellulären (sPLA2), die intrazellulären kalziumunab-
hängigen (iPLA2) und die zytosolischen (cPLA2) PL. Zur Familie der cPLA2 gehören die Mit-
glieder der Gruppe IV: cPLA2α, β, γ, δ, ε und ζ (Synonym: PLA2 der Gruppe IVA, IVB, IVC, 
IVD, IVE bzw. IVF), von denen cPLA2α der am besten charakterisierte und bedeutendste 
Vertreter ist. Wird im Folgenden von cPLA2 gesprochen, so bezieht sich dies auf die cPLA2α. 
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2.1.2 Struktur der cPLA2  
Die cPLA2 spaltet bevorzugt AA vom β-C-Atom des Phosphoglyceridgerüstes von Phospho-
lipiden ab (DENNIS 1997) und stellt somit das Schlüsselenzym der AA-Freisetzung und an-
schließenden Eikosanoidbiosynthese dar (KRAMER UND SHARP 1997). Sie ist ein 85 kDa 
großes Molekül, das funktionell aus einer N-terminalen C2-Domäne (CaLB; engl.: Ca2+-
dependent lipid-binding domain) und einer C-terminalen, Ca2+-unabhängigen katalytischen 
Domäne besteht. Die Hauptaufgabe der C2-Domäne ist die Vermittlung der Ca2+-abhängigen 
Translokation des Enzyms zu seinem Substrat. Im inaktiven Zustand ist die cPLA2 im Zytosol 
lokalisiert und wandert erst nach ihrer Aktivierung durch den Anstieg des intrazellulären Kal-
zium-Spiegels ([Ca2+]i) zu ihrem Wirkungsort, den perinukleären Membranen (Kernmembran, 
Golgi-Apparat, Endoplasmatisches Retikulum; (GLOVER et al. 1995; SCHIEVELLA et al. 
1995). Mit Ausnahme von cPLA2γ besitzen alle cPLA2s sowie eine Vielzahl anderer Proteine, 
die an der Signaltransduktion und Membrantransportprozessen beteiligt sind, C2-Domänen. 
Diese bestehen aus ca. 120 Aminosäuren (cPLA2α: 138) und haben eine einheitliche Struk-
tur in Form eines achtsträngigen antiparallelen β-Faltblattes. Die Bindung von Kalzium an die 
CaLB steigert die Affinität des Enzyms zu den Membranen (CLARK et al. 1995), wobei die 
CaLB von cPLA2α eine deutliche Preferenz für neutrale (Phosphatidylcholin, PC) im Ver-
gleich zu sauren Phospholipiden der Zielmembranen zeigt (NALEFSKI et al. 1998). Die Bin-
dungsspezifität der C2-Domäne für bestimmte Membran-Phospholipide bestimmt die Lokali-
sation des Enzyms innerhalb der Zelle.  
Die katalytische Domäne der cPLA2 hat die Form eines langen Trichters, an dessen Grund 
sich das aktive Zentrum des Enzyms befindet. Dieser wird von hydrophoben Aminosäureres-
ten begrenzt und von Aminosäureresten bedeckt, die eine deckelartige Struktur ausbilden. 
Dieser Deckel besitzt eine scharnierartige bewegliche Verbindung zum aktiven Zentrum und 
verlagert sich, wenn Substrat gebunden wird (DAS und CHO 2002; DESSEN et al. 1999).  
2.1.3 Gewebeverteilung und intrazelluläre Lokalisation  
cPLA2 wird beim Mensch in den meisten Geweben exprimiert, wobei die höchsten mRNA-
Spiegel in Gehirn, Lunge, Nieren, Herz, Milz, Bauchspeicheldrüse und Plazenta gefunden 
wurden (PICKARD et al. 1999). Eine gesteigerte Expression als Reaktion auf pathologische 
Stimuli wurde in Lunge, Nieren, Milz, Gehirn, Rückenmark und Ovarien beobachtet 
(FUKUDA et al. 1999; KOL et al. 1997; MANGAT et al. 1997; STEPHENSON et al. 1999). 
Wie unter 2.1.2 beschrieben, ist die cPLA2α intrazellulär im inaktiven Zustand im Zytosol lo-
kalisiert und wandert als Reaktion auf einen Anstieg von [Ca2+]i zu den perinukleären Memb-
ranen. In diesen Membranen sind auch die Enzyme lokalisiert, die für die weitere Umwand-
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lung der durch die cPLA2 freigesetzten AA verantwortlich sind. So findet man dort die beiden 
Isoformen der PGH-Synthase (Cyclooxygenase, COX), die für die Synthese von Prostaglan-
dinen, Prostacyclin und Thromboxanen verantwortlich ist (MORITA et al. 1995; SPENCER et 
al. 1998) und die 5-Lipoxygenase (LOX), das Schlüsselenzym der Leukotrien–Biosynthese 
(MALAVIYA et al. 1993; WOODS et al. 1993).  
Die Dauer der Translokation und darauffolgenden AA-Freisetzung ist von der Dauer des An-
stieges von [Ca2+]i abhängig. Ist der Anstieg nur von kurzer Dauer, dann ist auch die Dauer 
der Translokation der cPLA2 und damit der AA-Freisetzung nur kurz. Im Gegensatz dazu hat 
ein längerer Anstieg von [Ca2+]i über mehrere Minuten hinaus eine Stabilisierung des Enzym-
Substrat (Membran)-Komplexes und damit eine verstärkte AA-Freisetzung zur Folge 
(HIRABAYASHI et al. 1999). Diese Abhängigkeit der cPLA2-Aktivierung von einer bestimm-
ten Mindestdauer des [Ca2+]i-Anstieges ermöglicht es der Zelle vermutlich, zwischen tatsäch-
lichen Signalen für die AA-Freisetzung und nur vorübergehenden, im Rahmen der physiolo-
gischen Abläufe innerhalb der Zelle häufig auftretenden Schwankungen von [Ca2+]i zu unter-
scheiden. 
2.1.4 Funktionelle Bedeutung  
Die katalytische Aktivität der cPLA2 beeinflusst zahlreiche zelluläre Prozesse, wie Entzün-
dung, Proliferation und Apoptose. Dabei werden diese Vorgänge entweder über die Wirkun-
gen der freigesetzten AA und Lysophospholipide oder der aus AA gebildeten Eikosanoide 
vermittelt. So ist AA an der Regulation des Kalzium-Stromes (SHUTTLEWORTH 1996), der 
Protonenleitfähigkeit (KAPUS et al. 1994), von Transkriptionsfaktoren (STUHLMEIER et al. 
1997) und G-Proteinen (GLICK et al. 1996) beteiligt. Lysophospholipide sind wirkungsvolle 
Detergentien und können eine Reihe zellulärer Antworten hervorrufen (LEVY 2006). Für das 
Entzündungsgeschehen stellt die cPLA2-vermittelte AA-Freisetzung den entscheidenden 
Schritt dar. Die aus AA gebildeten Metabolite sind dabei aber nicht nur wichtige Entzün-
dungsmediatoren. So wurden bei Mäusen mit einem cPLA2-Mangel Probleme bei der Emb-
ryogenese und Implantation beobachtet, die v.a. auf eine verminderte PGF2α-Konzentration 
zurückgeführt wurden (SONG et al. 2002). Bedeutung hat die cPLA2 auch im Rahmen der 
Regulation der NADPH-Oxidase (LEVY 2006) sowie der Tumorigenese. In vielen Tumorty-
pen konnten eine dysregulierte cPLA2, eine Induktion AA-umsetzender Enzyme sowie eine 
daraus resultierende gesteigerte Konzentration proliferativer Eikosanoide wie PGE2 nachge-
wiesen werden (NAKANISHI und ROSENBERG 2006). 
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2.1.5 Regulation  
Zahlreiche Stimuli bewirken eine Aktivierung der cPLA2. Dazu gehören Zytokine, Hormone, 
Neurotransmitter, Mitogene, Antigene, Endotoxine, Bestandteile der extrazellulären Matrix, 
physikalisch-chemische Einflussfaktoren wie Oxidation und UV-Licht sowie (patho-) physio-
logische Stressoren wie Hyperglykämie (CLARK et al. 1995; KRAMER und SHARP 1997; 
MURAKAMI et al. 1997). Die Aktivierung erfolgt über eine Reihe intrazellulärer Signale, die in 
Abhängigkeit vom Zelltyp und der Art des Agonisten verschieden sind. Dazu gehören G-
Protein-gekoppelte Aktivierung, Phosphorylierung und der [Ca2+]i-Anstieg. Neben der Regu-
lation des Enzyms durch Phosphorylierung und Ca2+-abhängige Translokation sind aber 
auch noch weitere Mechanismen bekannt. Zu diesen zählen die Beeinflussung der Enzym-
expression auf transkriptioneller Ebene sowie die Wechselwirkung mit Membranlipiden und 
anderen Proteinen. Die wichtigsten Regulationsmechanismen sind in Abb. 1 zusammenge-
faßt. 
Rez.
βγPLC
PKC MAPK cPLA2P
cPLA2P
Ca2+
Zellmembran
Gα
Ca2+
Ca2+
Ca2+
ER
IP3DAG
Ligand
AA
COX, LOX
Eikosanoide
Entzündung
 
Abb. 1: Regulation der cPLA2. PLC = Phospholipase C; PKC = Proteinkinase C; MAPK = Mitogen-
aktivierte Proteinkinase; cPLA2 = cytosolische Phospholipase A2; ER = Endoplasmatisches 
Retikulum, AA = Arachidonsäure, COX = Cyclooxygenase, LOX = Lipoxygenase, DAG = Di-
acylglycerin, IP3 = Inositoltrisphosphat 
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2.1.5.1 Regulation der cPLA2α-Expression 
Die cPLA2-Expression wird in verschiedenen Zelltypen durch zahlreiche proinflammatorische 
Zytokine (CLARK et al. 1995; WU et al. 1994b) und Wachstumsfaktoren (PRUZANSKI et al. 
1998) gesteigert und kann durch Glukokortikoide vermindert werden (DOLAN-O'KEEFE und 
NICK 1999; NEWTON et al. 1997). Die Beeinflussung der Expression erfolgt dabei auf 
transkriptionaler und posttranskriptionaler Ebene, u.a. über eine Veränderung der mRNA-
Stabilität. 
Das humane cPLA2-Gen befindet sich auf Chromosom 1 neben dem Gen, das für die COX-2 
codiert. Die Promotorregion besitzt weder eine TATA-Box noch eine Sp1-Bindungsstelle und 
ist GC-arm (DOLAN-O'KEEFE et al. 2000; TAY et al. 1994a; WU et al. 1994a). Sie enthält 
ein Interferon-γ-Response-Element, eine Interferon-γ-aktivierte Sequenz, zwei Glukokorti-
koid-Response-Elemente sowie verschiedene Bindungsstellen u.a. für AP-1, AP-2, NF-κB 
und NF-IL-6 (MIYASHITA et al. 1995; WU et al. 1994a).  
Die cPLA2α-Expression kann auch posttranskriptional beeinflusst werden, wie nach Stimula-
tion glomerulärer Mesangiumzellen der Ratte mit Mitogenen gezeigt werden konnte (TAY et 
al. 1994b).  
2.1.5.2 Regulation der Enzymaktivität durch Phosphorylierung 
Die Phosphorylierung der cPLA2 steigert deren Aktivität, ist für die Funktion des Enzyms aber 
nicht zwingend notwendig. So konnte gezeigt werden, dass cPLA2 in komplett dephosphory-
liertem Zustand durchaus katalytisch aktiv ist (BAYBURT und GELB 1997; DE CARVALHO 
et al. 1995).  
Die Phosphorylierung spielt für die Regulation der AA-Freisetzung trotzdem eine wichtige 
Rolle, obwohl die Einzelheiten noch nicht genau geklärt werden konnten. Die katalytische 
Domäne der cPLA2 enthält einige funktionell bedeutende Phosphorylierungsstellen für Serin-
Kinasen (Ser505, Ser727, Ser515).  
Verschiedene Studien ergaben, dass für die maximale Aktivierung der cPLA2 eine anhalten-
de Phosphorylierung an Ser505 durch ein Mitglied der Familie der mitogen-aktivierten Prote-
inkinasen (MAPKs) nötig ist (KRAMER et al. 1995; LIN et al. 1993). Ser727 kann durch Pro-
teinkinasen C (PKC) und A (PKA) phosphoryliert werden; dies führt aber im Gegensatz zur 
Ser505-Phosphorylierung nicht zu einem signifikanten Anstieg der Enzymaktivität (LIN et al. 
1993). Es wird daher vermutet, dass die PKC indirekt über eine Aktivierung von MAPK zur 
cPLA2-Aktivierung beiträgt (QIU und LESLIE 1994). 
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2.1.5.3 Regulation des Enzyms durch Beeinflussung der Membranbindung  
Auch die katalytische Domäne des Enzyms trägt zur Membranbindung bei, indem sie über 
Ca2+-unabhängige Mechanismen die cPLA2-Bindung an die Membranen stabilisiert (GHOSH 
et al. 2006). Eine Reihe von Faktoren, die u.a. zu einer Veränderung der Membranbindung 
des Enzyms führen, kann die Translokation der cPLA2 und damit den Zugang des Enzyms 
zu seinem Substrat regulieren. Dazu zählen Membranbestandteile, die die Bindungsaffinität 
des Enzyms beeinflussen, spezifische Phosphorylierungen und die Assoziation des Enzyms 
mit Bindungsproteinen (GHOSH et al. 2006). 
2.2 Peroxisomenproliferator-aktivierte Rezeptoren (PPAR) 
Ihren Namen verdanken die PPAR Beobachtungen am Nagermodell, wo PPARα-Liganden 
eine Aktivierung und Proliferation der Peroxisomen hervorriefen (ISSEMANN und GREEN 
1990). 
Die PPAR gehören zur Großfamilie der Kernrezeptoren (NR). Sie sind durch Ligandenbin-
dung aktivierte Transkriptionsfaktoren (TF), die an der Regulation verschiedenster Aspekte 
von Wachstum, Entwicklung und Fortpflanzung beteiligt sind. Zu den NR gehören neben den 
PPAR u. a. die Steroidrezeptoren, der Liver-X-Rezeptor (LXR), der Retinoid-X-Rezeptor 
(RXR), der Schilddrüsenhormonrezeptor und der Vitamin D-Rezeptor (RIZZO und FIORUCCI 
2006).  
2.2.1 Einteilung der PPAR 
Beim Säugetier werden drei Isotypen dieser Rezeptoren unterschieden, nämlich PPARα 
(NR1C1), PPARβ/δ (NR1C2) und PPARγ (NR1C3) (MICHALIK et al. 2006). Jeder der drei 
Isotypen wird durch ein eigenes Gen codiert und zeigt eine unterschiedliche Gewebevertei-
lung. So wird PPARα in hohem Maße in solchen Geweben exprimiert, die einen ausgepräg-
ten FS-Katabolismus und damit verbunden eine hohe Peroxisomenaktivität aufweisen 
(MANDARD et al. 2004). PPARβ weist die breiteste Gewebeverteilung auf, wobei der Um-
fang der Expression in den einzelnen Geweben vom Ausmaß der dort stattfindenden Zellpro-
liferation und -differenzierung abhängig ist (MICHALIK et al. 2006). PPARγ umfasst zwei 
Isoformen, von denen PPARγ1 die breitere Gewebeverteilung aufweist. So findet man diese 
Isoform u.a. im Darm, im Gehirn, in den Gefäßwänden und in Zellen des Immunsystems 
(TONTONOZ et al. 1994), während PPARγ2 hauptsächlich im Fettgewebe exprimiert wird 
(CHAWLA et al. 1994). 
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2.2.2 Allgemeiner Aufbau 
PPAR besitzen als Vertreter der NR einen für diese Großfamilie typischen Aufbau aus funk-
tionell verschiedenen Domänen (siehe Abb. 2). Das N-terminale Ende des Rezeptors wird 
als A/B-Domäne bezeichnet und enthält eine Activation-function-1 (AF-1) genannte Struktur, 
die eine Liganden-unabhängige transkriptionelle Aktivierung bewirken kann. In unmittelbarer 
Nachbarschaft zur AF-1-Region befindet sich die DNA-Bindungsdomäne (engl.: DNA-
binding-domain; DBD), auch C-Domäne genannt. Die beiden in ihr enthaltenen Zinkfinger-
Motive ermöglichen die hochaffine Bindung an die entsprechenden DNA-Sequenzen, die als 
Response-Element (RE) bezeichnet werden. Ein kurzer gelenkartiger Abschnitt (D-Domäne) 
verbindet die DBD mit der Liganden-Bindungsdomäne (engl.: Ligand-binding domain; LBD) 
oder E-Domäne. Diese enthält am C-terminalen Ende eine zweite, als Activation-function-2 
(AF-2) bezeichnete Struktur, die in Abhängigkeit von der Anwesenheit eines Liganden die 
Aktivierung der Transkription hervorrufen kann. Die E-Domäne erlaubt außerdem die Dimeri-
sierung sowie die Wechselwirkung mit regulatorischen Proteinen, den so genannten Kofakto-
ren (FEIGE et al. 2006).  
AF-1 LBDDBD AF-2H2N - - COOH
A/B-Domäne C-Domäne D-Domäne E-Domäne  
Abb. 2: Struktur der Peroxisomenproliferator-aktivierten Rezeptoren (PPAR). 
2.2.2.1 DNA-Bindungsdomäne und PPAR-Response-Element  
Innerhalb der Superfamilie der NR stellt die DBD die am stärksten konservierte Domäne dar. 
Sie enthält zwei Zinkfinger-Motive, die in einer globulären Struktur angeordnet sind und aus 
6 Nukleotiden bestehende DNA-Zielabschnitte erkennen.  
Die meisten NR binden als Dimere an zwei aufeinanderfolgende Kopien dieser Hexanukleo-
tide, die zusammen das Response-Element (RE) der Ziel-DNA bilden. Das Zwischenstück, 
das beide Hexanukleotide verbindet sowie deren Anordnung (direkte Wiederholung, pa-
lindromisch, umgekehrt palindromisch) bestimmen, welcher NR an das RE bindet (GLASS 
1994).  
Um die Transkription ihrer Zielgene direkt zu beeinflussen, müssen PPAR jeweils als Hete-
rodimer mit einem weiteren Vertreter aus der Großfamilie der NR, dem Retinoid-X-Rezeptor 
(RXR, NR2B), vorliegen (KLIEWER et al. 1992). Das PPAR-RXR-Heterodimer bindet in An-
wesenheit eines Liganden an so genannte PPAR-Response-Elemente (PPRE) in der Promo-
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torregion seiner Zielgene. Dabei interagiert der PPAR-Partner des Heterodimers mit der 5’-
Hälfte und der RXR-Partner mit der 3’-Hälfte des RE (IJPENBERG et al. 1997). Die Initiation 
der Transkription erfolgt sowohl nach der alleinigen Bindung eines PPAR-Liganden als auch 
nach der weiteren Bindung eines RXR-Liganden an das PPAR-RXR-Heterodimer. Das 
gleichzeitige Vorliegen eines PPAR- und eines RXR-Liganden potenziert allerdings den Ef-
fekt (KLIEWER et al. 1992).  
Die PPRE liegen im Bereich des 5’-Endes ihrer Zielgene. Die PPAR binden bevorzugt an 
solche RE, die strukturell eine direkte, durch nur ein Nukleotid getrennte Wiederholung der 
Consensus-Sequenz AGGTCA darstellen und deshalb auch zur Gruppe der DR-1-Elemente 
gezählt werden (FEIGE et al. 2006). PPRE zeichnen sich im Speziellen durch eine verlän-
gerte 5’-Hälfte, eine unvollständige direkte Wiederholung der Consensus-Sequenz und Ade-
nin als das die beiden Hexamere verbindende Nukleotid aus und besitzen dadurch die Struk-
tur 5’ – AACTAGGTCA-A-AGGTCA – 3’. Diese Struktur bildet vermutlich das Ausschlußkrite-
rium für die Bindung anderer NR-Dimere, die Elemente vom DR-1-Typ ebenfalls erkennen 
könnten. Die Struktur der 5’-Hälfte bestimmt, wie stark die verschiedenen PPAR-Isotypen an 
das jeweilige PPRE binden können (DESVERGNE und WAHLI 1999). 
PPAR-DBD
A A A AC T GG T C
RXR-DBD
A G CG T A5‘- -3‘A
PPRE
DNA
 
Abb. 3: DNA-Bindungsdomäne (DBD) der PPAR und PPAR-Response-Element (PPRE). 
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2.2.2.2 Ligandenbindungsdomäne  
9
8
6
2b
7
3
2a
12
(AF-2)
1
10
11
N
4 5
C
II
I
III
IV
 
Abb. 4: Vereinfachte Struktur der Liganden-Bindungsdomäne (LBD) der PPAR. Numerierung 
der α-Helices von 1-12 und der ß-Stränge von I-IV gemäß der Reihenfolge ihres Auftretens 
in der Sequenz (aus: (TAUGBOL et al. 1998). 
Die LBD vermittelt neben der Bindung des Liganden auch die Dimerisierung sowie den Kon-
takt mit regulatorischen Proteinen, die als Kofaktoren bezeichnet werden. Die LBD der ver-
schiedenen Vertreter der NR besitzen alle einen ähnlichen Aufbau. Sie bestehen jeweils aus 
12 α-Helices und 4 ß-Faltblättern, deren Anordnung zur Bildung einer tiefen Einbuchtung 
führt, an deren Grund sich die Ligandenbindungsstelle befindet (FEIGE et al. 2006). PPAR 
besitzen eine zusätzliche α-Helix (H2’) zwischen dem ersten Strang des ß-Faltblattes und 
H3. Die Tertiärstruktur der zweiten Helix (H2) unterscheidet sich bei den PPAR von der an-
derer NR und erleichtert Liganden so den Zugang.  
2.2.3 Funktionelle Bedeutung der PPAR 
Die PPAR sind durch ihre Wirkung als TF für zahlreiche Gene in verschiedenste zelluläre 
Abläufe involviert. Tab. 1 enthält eine Zusammenfassung der wichtigsten PPAR-Funktionen. 
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Tab. 1: Zusammenfassung wichtiger PPAR-Effekte 
 PPARα PPARß PPARγ 
Beeinflussung der 
Homöostase 
Regulation der Ener-
gie-Homöostase 
(LEFEBVRE et al. 
2006) 
Regulation der Ener-
gie-Homöostase (Sti-
mulation von am FS- 
Katabolismus und der 
Thermogenese betei-
ligten Genen) 
 
Beeinflussung von 
Differenzierung und 
Entwicklung 
Aktivierung des FS-
Katabolismus: Regula-
tion der Aufnahme, 
des intrazellulären 
Transportes und der ß-
Oxidation von FS 
(STAELS et al. 1995) 
essentiell für die Ent-
wicklung von Darm 
und Plazenta 
(BARAK et al. 2002; 
VARNAT et al. 2006) 
Regulation von 
Zellproliferation und –
differenzierung 
(DI-POI et al. 2002) 
Differenzierung der 
Oligodendrozyten 
(SALUJA et al. 2001) 
bedeutender Faktor für 
die Differenzierung 
und Funktion der Adi-
pozyten (Fettspeiche-
rung/Wärmebildung) 
(IMAI et al. 2004; RO-
SEN et al. 1999) 
Beeinflussung von 
Stoffwechselvorgängen
↑Glukoneogenese 
↑Ketonkörpersynthese 
(KERSTEN et al. 
1999) 
↑ß-Oxidation in der 
Muskulatur (DRESSEL 
et al. 2003) 
Regulation des Gluko-
se-Stoffwechsels 
(↑Ansprechbarkeit der 
Zellen auf Insulin) 
(KUBOTA et al. 1999; 
SAVAGE et al. 2003) 
 Kontrolle der Lipopro-
teinsynthese (STAELS 
et al. 1995) 
Behebung von Gewe-
beschäden 
(MICHALIK und WAH-
LI 2006) 
 
 ↑Häm-Synthese 
↑Cholesterol-
Katabolismus 
(MICHALIK et al. 
2006) 
  
 Regulation des Amino-
säuren-Stoffwechsels 
und der Harnstoff-
Synthese 
(KERSTEN et al. 
2001) 
  
Beeinflussung von Ent-
zündungsprozessen 
↓Entzündungsantwort 
(BERGER et al. 2005) 
 ↓Entzündung 
(CHINETTI et al. 2000; 
RICOTE et al. 1998); 
 
2.2.4 Mechanismus der Transkriptionsregulation durch PPAR 
NR können die Transkription entweder als Monomere oder als Dimere beeinflussen. Die Re-
gulation der Transkription kann dabei auf verschiedenen Wegen erfolgen und die Aktivierung 
des Rezeptors sowohl zu einer Hemmung als auch zu einer Aktivierung seiner Zielgene füh-
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ren. Diese Regulation kann direkt über die Beeinflussung der PPAR-Zielgene oder indirekt 
durch die Beeinflussung anderer Signalwege und TF erfolgen (RIZZO und FIORUCCI 2006). 
Im folgenden Abschnitt wird ein vereinfachtes Modell der Initiation der Transkription durch 
PPAR beschrieben. 
Im ruhenden Zustand liegt die DNA mit dem Zielgen in einer repressiven Chromatinstruktur 
vor, die eine Transkription verhindert. Das PPAR-RXR-Heterodimer diffundiert in dieser Pha-
se, gebunden in Komplexen, die neben Histondeacetylasen und anderen Faktoren meist 
auch Korepressoren (siehe Kapitel 2.2.4.2) beinhalten, sehr schnell durch den Zellkern. Die-
ser Komplex hemmt die Transkription durch die Deacetylierung von Histonen (DESVERGNE 
und WAHLI 1999). Eine DNA-Bindung ist nicht möglich, wenn PPAR in Assoziation mit Ko-
repressoren vorliegen. Die Ligandenbindung führt zu Strukturveränderungen im Rezeptormo-
lekül, die die Ausbildung neuer Kontaktflächen für Interaktionen mit anderen Proteinen, das 
Ablösen des Korepressors und die Assoziation eines oder mehrerer Koaktivatoren mit dem 
Heterodimer ermöglichen. Die Koaktivatoren besitzen zum Teil Acyltransferaseaktivitäten, 
die eine Acetylierung der Histonproteine v.a. im Startbereich der Transkription und damit 
eine Öffnung der Nukleosomenstruktur hervorrufen. Diese Modifikation überführt das Chro-
matin in einen transkriptionsfähigen Zustand. Zusätzliche TF und die basale Transkriptions-
maschinerie treten hinzu und starten die Transkription (DESVERGNE und WAHLI 1999). 
Die Ausbildung des PPAR-RXR-Heterodimers ist unabhängig von der Anwesenheit eines 
Liganden. Die Bindung an die Promotorregion einiger, wenn auch nicht aller PPAR-Zielgene 
findet anscheinend auch ohne die Bindung eines Liganden statt (FEIGE et al. 2005). Dies 
wirft auch die Frage nach einer möglichen Liganden-unabhängigen Aktivität des Rezeptors 
auf. Das Vorhandensein einer basalen Aktivität des Rezeptors in der Abwesenheit eines 
exogenen Liganden wird zwar in Betracht gezogen. Es bleibt jedoch umstritten, ob diese 
tatsächlich Liganden-unabhängig zustande kommt oder aber durch einen im Rahmen des 
Stoffwechsels entstehenden oder im Zellkulturmedium vorhandenen Liganden hervorgerufen 
wird.  
2.2.4.1 PPAR-Liganden 
Das breite Spektrum an physiologischen Prozessen, an denen die PPAR beteiligt sind, spie-
gelt sich auch in der Anzahl und Heterogenität der bis zum heutigen Zeitpunkt bekannten 
PPAR-Liganden wider. Daneben ist ihre relativ geringe Rezeptoraffinität im Vergleich zu den 
„klassischen“ Hormonen auffällig. Einige der Liganden binden nicht spezifisch an einen be-
stimmten PPAR-Isotyp, sondern haben die Fähigkeit, mit mehreren der Isotypen zu assoziie-
ren (siehe Tab. 2). 
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Die PPAR-Liganden können in zwei große Gruppen eingeteilt werden: die natürlich vorkom-
menden und die synthetischen Liganden. Zur ersten Gruppe zählen u.a. zahlreiche FS und 
ihre Metabolite. Viele natürlich vorkommende FS sind in der Lage, PPAR zu binden und zu 
aktivieren. Strukturanalysen der PPAR-LBD zeigten in diesem Zusammenhang, dass die 
Vertiefung, in der der Ligand gebunden wird, bei den PPAR etwa dreimal größer als bei an-
deren NR ist und damit die Bindung der FS in verschiedenen Konformationen erlaubt 
(NOLTE et al. 1998; UPPENBERG et al. 1998). In Competition Binding Assays (CBA) zur 
Untersuchung der Affinität verschiedener FS zu den einzelnen PPAR-Isotypen konnte ge-
zeigt werden, dass gesättigte FS mit ≤12 und ≥20 C-Atomen nicht imstande waren, mit den 
drei PPAR-Isotypen zu interagieren. Gesättigte FS mit 14 bis 18 C-Atomen zeigten eine mitt-
lere bis hohe Affinität zu PPARα, eine mittlere bis geringe Affinität zu PPARß und keine Affi-
nität zu PPARγ. Ungesättigte FS waren dagegen zur Bindung an alle PPAR imstande, wobei 
alle getesteten PUFA die höchste Affinität zu PPARα aufwiesen und besser mit PPARγ als 
mit PPARß interagierten. Der Vergleich der Bindungsaffinitäten der einzelnen FS zu ein und 
demselben PPAR-Isotyp ergab, dass die langkettigen und hochgradig ungesättigten FS Ara-
chidonsäure (AA; C20:4n6) und Eicosapentaensäure (EPA; C20:5n3) tendenziell die höchste 
Affinität besaßen, gefolgt von Dihomogammalinolensäure (DHLA; C20:3n6) und Gammalino-
lensäure (GLA; C18:3n6) sowie α-Linolensäure (LE; C18:3n3) und Linolsäure (LA; C18:2n6). 
Zusammenfassend kam man zu dem Ergebnis, dass PPARα durch seine meist hohe Affinität 
sowohl zu gesättigten als auch zu ungesättigten FS relativ unspezifisch ist und PPARγ ein 
eingeschränktes FS-Bindungsprofil zeigt (XU et al. 1999). Eine andere Untersuchung zu 
demselben Thema, in der allerdings zur Bestimmung der Bindungsaffinitäten der FS zum 
Rezeptor der so genannte Ligand-induced-complex-formation-Assay (LIC-Assay) verwendet 
wurde, kam zu ähnlichen Ergebnissen (FORMAN et al. 1997). Die PUFA-Konzentrationen, 
die eine PPAR-Aktivierung bewirken können, liegen im µM-Bereich (HWANG 2000), wäh-
rend die intrazellulären Konzentrationen dieser FS aber sehr gering sind und im nM-Bereich 
liegen (LIN et al. 1999). Vermutlich kann es aber durch die Aktivierung von Phospholipid- 
und DAG-Lipasen zu einem lokalen Konzentrationsanstieg der freien FS (FFS) in µM-
Bereiche kommen (HWANG 2000). 
Eine weitere bedeutende Gruppe natürlicher PPAR-Liganden bilden die aus FS hervorge-
gangenen Eikosanoide (FORMAN et al. 1997; KLIEWER et al. 1997; YU et al. 1995). Sie 
zeigen teilweise eine Spezifität für einen bestimmten PPAR-Isotyp. So wurde der PGJ2-
Metabolit 15-Desoxy-PGJ2 (15d-PGJ2) als endogener PPARγ-Ligand identifiziert (KLIEWER 
et al. 1995), während 8(S)-Hydroxyeicosatetraensäure (8(S)-HETE) spezifisch an PPARα 
bindet (FORMAN et al. 1997). 
Die bekanntesten synthetischen PPAR-Liganden sind die antidiabetisch (Typ-II-Diabetes 
mellitus) wirksamen Thiazolidindione und die im Rahmen einer Hyperlipidämie therapeutisch 
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einsetzbaren Fibrate. Auch verschiedene nichtsteroidale Antiphlogistika (NSAID) können an 
PPAR binden und diese aktivieren (LEHMANN et al. 1997). 
Tab. 2: PPAR-Liganden 
Liganden PPARα PPARß PPARγ 
synthetische 
Liganden 
Fibrate: 
Gembrozil, Clofibrat, Fe-
nofibrat 
(in höheren Konzentratio-
nen auch PPARγ-
Aktivierung) 
(FORMAN et al. 1997) 
 Thiazolidindione: 
Troglitazon, Rosiglitazon, 
Englitazon, Ciglitazon, 
Pioglitazon 
 Carbaprostacyclin 
(Iloprost®) 
Isoxazolidindione: 
JTT-501 
 
Wy 14,643 
 Tyrosin-Abkömmlinge: 
GW-7845 
 bestimmte NSAIDs, u.a. 
Indomethacin 
(LEHMANN et al. 1997) 
 bestimmte NSAIDs, u.a. 
Indomethacin 
(LEHMANN et al. 1997) 
natürliche 
Liganden 
gesättigte und ungesättig-
te FS 
(s.u.) 
gesättigte und ungesättig-
te FS (s.u.) 
ungesättigte FS 
(s.u.) 
 durch LOX-Wirkung ent-
standene AA-Metabolite 
wie z.B. 8(S)-HETE und 
LTB4 
(FORMAN et al. 1997) 
 durch COX- und LOX-
Wirkung entstandene AA-
Metabolite 
wie z.B. 15-d-PGJ2 und 
15-HETE 
(FORMAN et al. 1995) 
 aus ox-LDL stammende 
oxidierte Phospholipide 
(DELERIVE et al. 2000) 
 aus ox-LDL stammende 
FS-Abkömmlinge 
wie z.B. 9-HODE und 13-
HODE 
(NAGY et al. 1998) 
2.2.4.2 PPAR-Koregulatoren 
Koregulatoren (Kofaktoren) sind Proteine, die die transkriptionelle Aktivität der NR steigern 
oder vermindern können und entsprechend als Koaktivatoren oder Korepressoren bezeich-
net werden (GUAN et al. 2005; STANLEY et al. 2003). Die meisten NR-Kofaktoren besitzen 
in ihrer Struktur ein LXXLL-Motiv (L = Leucin, X = andere Aminosäure). Diese amphiphile 
Helixstruktur ist vermutlich in den meisten Fällen an der Vermittlung des Kontaktes zwischen 
NR und Koregulator beteiligt (BARAK et al. 2002; SHIAU et al. 1998). 
Die Mechanismen mittels derer Korepressoren die Aktivität der NR hemmen können sind 
vielfältig und noch weitgehend unbekannt. Vertreter der Gruppe der Liganden-unabhängigen 
Korepressoren wie z.B. der Nuclear Receptor Corepressor (NCoR) und der so genannte Si-
lencing Mediator of Retinoid and Thyroid Receptors (SMRT) rufen in Abwesenheit eines Li-
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ganden oder in der Anwesenheit eines Antagonisten eine Hemmung der Aktivität des Rezep-
tors hervor. Dagegen ermöglicht die Ligandenbindung den Austausch des Korepressors ge-
gen einen Koaktivator und damit die Aktivierung der Transkription. Bei den PPAR ist der Ef-
fekt von Korepressoren auf das Zielgen promotorspezifisch, d.h. einige Promotoren von 
PPAR-Zielgenen sind im „Ruhezustand“ mit Korepressor-PPAR-RXR-Komplexen assoziiert, 
andere nicht. Letztere zeigen auch in Abwesenheit eines Liganden eine konstitutive Aktivie-
rung durch Assoziation des PPAR-RXR-Heterodimers mit Koaktivatoren (GUAN et al. 2005). 
Dies legt die Vermutung nahe, dass solche Gene, deren Genprodukte im Rahmen des Zell-
Stoffwechsels nicht permanent benötigt werden, durch die beschriebene Verbindung mit ei-
nem Korepressor in solchen Ruhephasen auf diesem Wege abgeschaltet werden können, 
während Gene, deren Transkripte stets vorhanden sein müssen, nie Korepressor-assoziiert 
vorliegen und so von der Zelle konstitutiv transkribiert werden können.  
2.2.4.3 Transrepression 
Unter Transrepression versteht man die indirekte Hemmung der Transkription verschiedener 
Gene durch Hemmung der Aktivität der dafür nötigen TF. Es handelt sich dabei also um eine 
Modulation der Transkription von Genen, die kein PPRE besitzen. Dies kann entweder über 
eine Hemmung der Assoziation des TF mit seiner Ziel-DNA durch direkte Protein-Protein-
Wechselwirkungen (Tethering = „(An-)Binden“ von TF) oder durch Bindung der für seine Ak-
tivität nötigen Kofaktoren (Squelching = „Zum-Schweigen-bringen“ von Kofaktoren) erfolgen 
(FEIGE et al. 2006).  
Ein Beispiel für das „Tethering“ ist die Hemmung der mittels Phorbolester induzierten Ex-
pression von Interleukin 2 (IL-2) nach PPARγ-Aktivierung, die aufgrund der Bindung des TF 
Nuclear Factor of Activated T Cells (NFAT) durch PPARγ und die damit verbundene Abspal-
tung von NFAT vom IL-2-Promotor hervorgerufen wird (YANG et al. 2000).  
Das „Squelching“ von Kofaktoren wird u.a. für die PPARγ-vermittelte Repression des Promo-
tors der induzierbaren Stickoxid-Synthase (iNOS) verantwortlich gemacht. Dabei bedingt die 
Bindung des Koaktivators CREB Binding Protein (CBP) durch ligandenaktivierten PPARγ 
den relativen Mangel dieses Kofaktors für die NFκB-, AP-1- und STAT-1-Signalwege, was 
u.a. eine Hemmung der IFN-γ- oder LPS-induzierten Genexpression von iNOS zur Folge hat 
(LI et al. 2000). Über die Bedeutung dieser indirekten Art der PPAR-Wirkung besteht aller-
dings noch viel Unklarheit.  
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2.2.5 Rolle der PPAR im Entzündungsgeschehen 
PPAR sind an der Regulation verschiedener Arten von entzündlichen Prozessen beteiligt. 
Dabei wird der Großteil der PPAR-Effekte auf das Entzündungsgeschehen durch die Wech-
selwirkung mit anderen intrazellulären Signalwegen vermittelt, weniger über die direkte Be-
einflussung der Transkription inflammatorische Proteine codierender Gene. 
Eine wichtige Verbindung zwischen entzündlichen Reaktionen und den PPAR stellt die Tat-
sache dar, dass ein Großteil der Entzündungsmediatoren Lipidderivate sind. PPARα ist für 
die Regulation des intra- und extrazellulären Lipidmetabolismus von großer Bedeutung, wie 
Untersuchungen an Mäusen zeigten, die einen Mangel an PPARα aufwiesen (AOYAMA et 
al. 1998). Die Rolle von PPARß im Rahmen entzündlicher Ereignisse ist noch weitgehend 
unerforscht. Untersuchungen in Makrophagen ergaben aber, dass es nach Liganden-
Bindung an den Rezeptor zur Freisetzung des vorher mit ihm assoziierten Korepressors 
BCL-6 kam, der dann in Verbindung mit anderen TF die Expression BCL-6-responsiver Gene 
hemmte (LEE et al. 2003a).  
Für PPARγ wurde eine Reihe antiinflammatorischer Wirkungen beschrieben, die z.T. schon 
im Kapitel 2.2.4  näher erläutert wurden. Dazu zählt z. B. die negative Beeinflussung der 
Produktion proinflammatorischer Zytokine wie TNF-α, IL-1ß, Gelatinase B und Stickoxid (NO) 
durch Beeinflussung der NF-κB-, AP-1, STAT-1- und STAT-3-Signalwege. Schwierig in die-
sem Zusammenhang bleibt allerdings die Beurteilung, welche der durch PPAR-Liganden 
erzielten Wirkungen tatsächlich der Aktivierung des Rezeptors zuzuschreiben sind. Denn 
eine Reihe dieser Liganden besitzen antiinflammatorische Eigenschaften, die PPARγ-
unabhängig vermittelt werden (FEINSTEIN et al. 2005; KOSTADINOVA et al. 2005).  
2.3 Fettsäuren 
Die im Säugetierorganismus vorkommenden FS sind meist unverzweigt. Sie besitzen über-
wiegend 14 bis 24 C-Atome. FS können eine oder mehrere Doppelbindungen (DB) enthalten 
und werden entsprechend als einfach (engl.: monounsaturated fatty acid; MUFA) oder mehr-
fach ungesättigt (engl.: polyunsaturated fatty acid; PUFA) bezeichnet. In natürlich vorkom-
menden FS liegen die DB meist in cis-Konformation vor. Die DB mehrfach ungesättigter FS 
sind i.d.R. durch eine CH2-Gruppe voneinander getrennt und werden entsprechend als iso-
lierte DB bezeichnet.  
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2.3.1  Einteilung der ungesättigten Fettsäuren 
Die Einteilung der ungesättigten FS erfolgt anhand der Stellung ihrer DB. Dabei sind zwei 
verschiedene Nomenklaturen gebräuchlich: Die ω-Nomenklatur (= n-Nomenklatur), bei der 
die erste DB vom Methylende aus gezählt angegeben wird und die ∆-Nomenklatur, die die 
Stellung der ersten DB vom Carboxylende aus beschreibt. Mittels der ω-/n-Nomenklatur 
werden die FS in Familien eingeteilt. Die Umwandlung eines Vertreters einer FS-Familie in 
einen Vertreter einer anderen Familie ist im Säugetierorganismus nicht möglich. 
Tab. 3: Einteilung der Fettsäuren. 
n3-FS n6-FS n7-FS n9-FS 
α-Linolensäure (LE) Linolsäure (LA) Palmitoleinsäure Ölsäure 
C18:3n3 C18:2n6 C16:1n7 C18:1n9 
 
2.3.2 Essentielle Fettsäuren  
Essentielle Fettsäuren (EFS) sind FS, die vom Organismus nicht synthetisiert werden kön-
nen und demzufolge mit der Nahrung zugeführt werden müssen, um Mangelerscheinungen 
zu verhindern. Sie sind durch den Besitz von DB gekennzeichnet, die mehr als 9 C-Atome 
von der Carboxylgruppe entfernt sind. EFS sind wichtige Bestandteile der Zellmembranen 
und beeinflussen als solche deren Fluidität sowie die Wirkung membrangebundener Enzyme 
und Rezeptoren (siehe 2.3.4.2). 
Für den tierischen Organismus sind zwei natürlich vorkommende FS essentiell: Linolsäure 
und Linolensäure. Die Linolsäure (∆9,12-Octadecadiensäure; LA; C18:2n6) ist die am stärks-
ten vertretene n6- und die Linolensäure (∆9,12,15-Octadecatriensäure; LE; C18:3n3) die häu-
figste n3-PUFA in Pflanzenfetten. Ein ernährungsbedingter LA-Mangel zeigt sich in einem 
schuppigen Hautbild und übermäßigem epidermalem Wasserverlust. LE bzw. LA bilden den 
Ausgangspunkt für die Synthese aller weiteren mehrfach ungesättigten und längerkettigen 
Vertreter der n3- bzw. n6-FS-Familie. Die aus LE oder LA synthetisierbaren PUFA sind damit 
keine EFS, da der Organismus sie aus diesen essentiellen Vorläufern bilden kann.  
2.3.3 Fettsäuren-Stoffwechsel 
FS erreichen die Zellen nach ihrer enteralen Resorption über die Blutbahn, wo ein Teil von 
ihnen unverestert (freie Fettsäuren, FFS) vorliegt. Nach ihrer Aufnahme in die Zellen über 
FS-Transporter erfolgt die Umwandlung zu FS-Coenzym A (FS-CoA) durch Acyl-CoA-
Synthetasen, das das Substrat für eine Vielzahl verschiedener Stoffwechselwege wie Elon-
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gationen, Desaturierungen, Lipidsynthesen (Triacylglyceride, Cholesterolester, Phospholipi-
de, Sphingolipide, u.a.), ß-Oxidation, Synthesen von Lipidmediatoren oder Acylierungen von 
Proteinen darstellt. Aufgrund ihrer schnellen Verstoffwechslung ist die intrazelluläre Konzent-
ration freier FS sowie ihrer CoA-Thioester <10 µM (JUMP 2002). 
 
Eicosatetraensäure (ETA)
C20:4n3
n3
(Nahrung)
α-Linolensäure (LE)
C18:3n3
Octadecatetraensäure (ODT)
C18:4n3
∆6-Desaturase
Elongase
Eicosapentaensäure (EPA)
C20:5n3
∆5-Desaturase
Docosahexaensäure
(DHA)
C22:6n3
Dihomo-γ-Linolensäure (DHLA) 
C20:3n6
n6
(Nahrung)
Linolsäure (LA)
C18:2n6
γ-Linolensäure (GLA)
C18:3n6
Arachidonsäure (AA)
C20:4n6
Docosapentaensäure
(DPA)
C22:5n6
Docosapentaensäure (DPA)
C22:5n3
Elongase
Tetracosapentaensäure
C24:5n3
Elongase
Tetracosahexaensäure
C24:6n3
∆6-Desaturase
Adrensäure
C22:4n6
Tetracosatetraensäure
C24:4n6
Tetracosapentaensäure
C24:5n6
ß-Oxidation
 
Abb. 5: Stoffwechsel der n3- und n6-Fettsäurenfamilien beim Säugetier. 
Die für den Stoffwechsel notwendigen Enzyme sind die Desaturasen. Da für die Metabolisie-
rung der jeweiligen Vertreter der n3-, n6- und n9-FS-Familien dieselben Enzyme verwendet 
werden, besteht zwischen den FS eine Konkurrenz um diese Enzymsysteme. Obwohl diese 
Enzyme die n3- gegenüber den n6-FS (und die n6- gegenüber den n9-FS) bevorzugt meta-
bolisieren, ist der Umsatz der n6-FS quantitativ von größerer Bedeutung, da die Nahrung 
zumeist bedeutend mehr LA enthält.  
Die ∆6-Desaturase katalysiert den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Synthese 
langkettiger PUFA. Für die Bildung von DHA aus EPA bzw. von DPA aus AA werden mehre-
re mögliche Wege diskutiert, wobei der in Abb. 5 gezeigte am wahrscheinlichsten ist.  
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2.3.3.1 Fettsäuren-Stoffwechsel in Säugetier-Zellkulturen 
Kultivierte Zellen nehmen FFS aus dem sie umgebenden Medium über einen meist passi-
ven, energieunabhängigen Prozess auf und bauen sie in Triacylglyceride (TAG) und 
Phospholipide zellulärer Membranen ein. Dieser Vorgang wird durch die Konzentration freier, 
nicht in Komplexen (z.B. mit Albumin) gebundener FS-Moleküle im umgebenden Medium 
limitiert. 
2.3.4 Funktionen mehrfach ungesättigter Fettsäuren  
PUFA und ihre Metabolite haben zahlreiche biologische Funktionen und spielen im Rahmen 
verschiedener pathologischer Prozesse eine nicht unerhebliche Rolle. Die Effekte der PUFA 
kommen sowohl über die Wirkung der FS selbst als auch über die Wirkung von aus ihnen 
gebildeten biologisch aktiven Substanzen zustande. 
2.3.4.1 Beeinflussung der Genexpression 
Die Beeinflussung der Genexpression durch FS kann entweder auf direktem Wege durch die 
Wechselwirkung mit NR oder indirekt über die Modulation anderer, die Transkription beein-
flussende Signalwege erfolgen.  
Die direkte Wirkung der FS wird auf die Wechselwirkungen mit NR und anderen TF zurück-
geführt. Durch die Bindung von FS werden u.a. die PPAR, die Oxysterol-Rezeptoren LXRα 
und ß, RXR (DE URQUIZA et al. 2000), der Hepatic nuclear factor 4α (HNF4α) (HERTZ et al. 
1998) und NF-κB (LO et al. 2000) beeinflusst (siehe auch 2.2). 
2.3.4.2 Beeinflussung der Struktur und Funktion zellulärer Membranen 
Die Membranen tierischer Zellen bestehen in Abhängigkeit vom Zelltyp aus unterschiedli-
chen Anteilen von Proteinen und Lipiden sowie einem geringen Kohlenhydratanteil. Ein An-
griffspunkt für die Beeinflussung der Membranstruktur und –funktion durch FS sind die so 
genannten Lipid Rafts (LR). LR sind Mikrodomänen innerhalb der Zellmembran, die reich an 
Cholesterol und Sphingolipiden sind und deren Phospholipide besonders viele gesättigte FS 
enthalten (IKONEN 2001). Sie beeinflussen die Struktur und Funktion von als Caveolae be-
zeichneten Membraneinstülpungen, die Signaltransduktion, die Endo- und Transzytose, das 
Cholesterol-Trafficking sowie die zelluläre Signalübermittlung via Tyrosinkinasen und Sphin-
golipiden. An gesättigte FS (C14:0, C16:0) konjugierte Proteine zeigen eine hohe Affinität zu 
LR und konzentrieren sich speziell auf deren zytoplasmatischer Seite. Eine Veränderung der 
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Membranzusammensetzung durch die Supplementierung des Zellkulturmediums mit PUFA 
beeinflusst die Affinität der acylierten Proteine zu den LR (STULNIG et al. 2001). In ver-
schiedenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Supplementierung des Medi-
ums mit PUFA die Aktivität von T-Zellen vermindert, da die für deren maximale Aktivierung 
benötigten Src-Kinasen vermehrt mit PUFA anstatt mit Palmitinsäure acyliert und so selektiv 
aus den LR verdrängt wurden und es zur Unterbrechung der Signalübertragung kam (WEBB 
et al. 2000). Die Verdrängung acylierter Proteine aus den LR war nach EPA-
Supplementierung am deutlichsten, gefolgt von AA und DHA (STULNIG et al. 1998). 
Ein weiterer Angriffspunkt für die Beeinflussung der Membranstruktur und –funktion durch FS 
ist die Modulation der Membranfluidität. Dabei kommt es infolge eines verstärkten Einbaus 
von gesättigten FS und Cholesterol zu einer Verminderung, nach einer gesteigerten Auf-
nahme ungesättigter FS in die Membranphospholipide hingegen zu einer Zunahme der 
Membranfluidität. Die Ergebnisse verschiedener Studien lassen vermuten, dass die Anzahl 
sowie die Affinität verschiedener membranständiger Rezeptoren für ihre entsprechenden 
Agonisten von der Fluidität der Zellmembran abhängig sind (DAS 2005). 
2.3.4.3 Beeinflussung der Synthese von Lipidmediatoren 
C20-PUFA stellen die Ausgangsstoffe für die Synthese der Eikosanoide dar, zu denen neben 
den Prostaglandinen (PG) die Leukotriene (LT), Thromboxane (TX), die Lipoxine und die 
Resolvine gezählt werden. Dabei beeinflusst die Art der verwendeten FS sowohl die Qualität 
als auch die Quantität der gebildeten Eikosanoide. Diese Beeinflussung kann auf enzymati-
scher Ebene sowie auf der Ebene der Genexpression erfolgen.  
Für die Eikosanoidproduktion werden als Reaktion auf einen Stimulus C20-PUFA v.a. durch 
die Wirkung der cPLA2 (siehe 2.1) und, in geringerem Ausmaß, anderer Phospholipasen 
(sPLA2-IIA, iPLA2-VI) aus der sn-2-Position von Membran-Phosphoglyceriden freigesetzt. Da 
die Membranen der meisten Zellen, insbesondere von Entzündungszellen, im Vergleich zu 
anderen C20-PUFA hohe AA-Gehalte aufweisen und die cPLA2 eine hohe Spezifität für AA-
enthaltende Phospholipide besitzt, bildet AA meist den Hauptausgangsstoff für die Eikosa-
noidsynthese. Aus AA entstehen durch die Wirkung der COX vornehmlich PG und TX der 
2er Serie (CALDER et al. 2002). Die 5-LOX wandelt AA außerdem in 5-Hydroxyeicosa-
tetraensäure (5-HETE), 5-Hydroperoxyeicosatetraensäure (5-HPETE) sowie LT der 4er Se-
rie um. Diesen Eikosanoiden werden überwiegend proinflammatorische Eigenschaften zuge-
sprochen (BAGGA et al. 2003; CALDER 2006b; DAS 2006). Das Eikosanoidmuster weist 
eine Zellspezifität auf. So produzieren Monozyten, Makrophagen und Neutrophile große 
Mengen an PGE2 und PGF2α sowie LTB4. Mastzellen wiederum synthetisieren bevorzugt 
PGD2, LTC4, LTD4 und LTE4 (CALDER 2005). Verschiedene Studien zeigten eine Verände-
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rung des Eikosanoidmusters, wenn AA als Ausgangsstoff durch andere C20-PUFA ersetzt 
wird. So kommt es bei einem verstärkten Angebot anderer C20-PUFA wie z.B. EPA zur Ver-
drängung von AA aus ihrer Bindung in den Membran-Phospholipiden, was zu einer Vermin-
derung des Substratangebotes für die AA-spezifische cPLA2 führt (CALDER et al. 2002). 
EPA und andere C20-PUFA sind schwächere COX- und 5-LOX-Substrate, können aber in 
höheren Konzentrationen den AA-Metabolismus kompetitiv hemmen. Dabei entstehen aus 
EPA PG der 3er Serie und LT der 5er Serie (LEE et al. 1985), aus DHLA PG der 1er und LT 
der 3er Serie (CALDER et al. 2002). Diesen Eikosanoiden wird eine geringere biologische 
Potenz als den entsprechenden AA-Metaboliten zugeschrieben (BAGGA et al. 2003; LEE et 
al. 1985).  
Zahlreiche Studien haben sich bis zum heutigen Zeitpunkt mit dem Einfluss der Supplemen-
tierung von Diäten mit verschiedenen PUFA auf die Synthese von Lipidmediatoren beschäf-
tigt. So konnte gezeigt werden, dass die Aufnahme von 6 g DHA täglich zu einer 60 %igen 
Verminderung der PGE2- und zu einer 75%igen Verminderung der LTB4-Produktion führte 
(KELLEY et al. 1999). Verschiedene Untersuchungen zeigen, dass PUFA die Eikosanoid-
synthese auch auf der Ebene der Genexpression beeinflussen können. So wurde für EPA 
und DHA sowie ihre Derivate eine hemmende Wirkung auf die durch den Toll-like-receptor 2 
vermittelte Stimulation der COX-2-Expression in Monozyten nachgewiesen (LEE et al. 
2003b). Eine andere Studie an Chondrozyten konnte zeigen, dass n3-PUFA die Expression 
der COX-2 sowie der 5-LOX reduzieren (CURTIS et al. 2002). 
2.3.4.4 Wirkung als sekundäre Botenstoffe 
FS können intrazellulär als sekundäre Botenstoffe (Second messenger) wirken. So konnte 
gezeigt werden, dass FFS eine direkte Aktivierung der PKC hervorrufen können (KHAN et al. 
1995). Dabei wurden keine Unterschiede zwischen den getesteten ungesättigten FS festge-
stellt. Außerdem wurde ein positiver Einfluss ungesättigter FS auf die Aktivierung der PLCγ 
nachgewiesen, wobei AA unter allen getesteten ungesättigten FS am potentesten war 
(LEMBERGER et al. 1996). Daneben konnten noch weitere zelluläre Proteine identifiziert 
werden, deren Aktivität durch FFS wie AA reguliert werden kann, darunter Ionenkanäle und 
Proteinkinasen (KHAN et al. 1995). 
2.3.5  PUFA und das Entzündungsgeschehen 
Eine bedeutende Verbindung zwischen FS und entzündlichen Reaktionen bilden Eikosanoi-
de, die aus den aus Membranphospholipiden freigesetzten C20-PUFA synthetisiert werden. 
Obwohl die Beeinflussung der Eikosanoidproduktion eine Schlüsselrolle in der Beeinflussung 
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von Entzündungsreaktionen durch PUFA einnimmt, besitzen diese FS auch andere anti-
inflammatorische Effekte, die mit der Modulation der Eikosanoidproduktion im Zusammen-
hang stehen oder unabhängig von dieser zustande kommen. So bilden EPA und DHA den 
Ausgangspunkt für die Synthese einer Gruppe antiinflammatorischer Mediatoren, die als Re-
solvine bezeichnet werden (CALDER 2008). 
Desweiteren konnte in zahlreichen Studien an verschiedenen Zelltypen die hemmende Wir-
kung von PUFA auf die Synthese proinflammatorischer Zytokine wie IL-1ß, IL-6, IL-8 oder 
TNF-α gezeigt werden (BABCOCK et al. 2002; BILLIAR et al. 1988; DE CATERINA R. et al. 
1994; KHALFOUN et al. 1997; RENIER et al. 1993; YAQOOB und CALDER 1995). Diese 
Wirkung wird zumindest teilweise auf transkriptioneller Ebene über die Beeinflussung von in 
die Expression proinflammatorischer Proteine codierender Gene involvierten TF wie NF-κB 
(LO et al. 1999; NOVAK et al. 2003; ZHAO et al. 2004) und PPARγ (KAWASHIMA et al. 
2008; MARION-LETELLIER et al. 2008) vermittelt.  
Neben den Effekten auf die Eikosanoid- und Zytokinproduktion sind PUFA imstande, über 
die Beeinflussung des NF-κB-Signalweges die Expression anderer proinflammatorischer 
Gene zu beeinflussen (BORGHAEI et al. 1997; SCHLEY et al. 2005; WEBER et al. 1995; 
ZHAO et al. 2004). 
2.3.6 Toxizität mehrfach ungesättigter Fettsäuren  
In verschiedenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass FS toxische Wirkungen be-
sitzen und zum Absterben von Zellen führen können. Der Zelltod trat dabei über apoptoti-
sche oder nekrotische Vorgänge ein, wobei Apoptose und Nekrose innerhalb der Zellen pa-
rallel auftreten können. Hohe FS-Konzentrationen führen zur Apoptose, sehr hohe Konzent-
rationen zur Nekrose der Zellen. Die Angaben über die Toxizität der einzelnen FS unter-
scheiden sich deutlich. Es existiert scheinbar kein Zusammenhang zwischen der Toxizität 
und der Anzahl der DB oder der Kettenlänge einer FS. Zahlreiche Mechanismen sind an der 
Apoptose- und/oder Nekroseinduktion beteiligt, z.B. Veränderungen des Transmembranpo-
tentials der Mitochondrien, die intrazelluläre Akkumulation neutraler Lipide und die Bildung 
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). Dabei besteht ein Zusammenhang zwischen dem Grad 
des Einbaus einer FS in zelluläre Triacylglyceride (TAG) und ihrer Toxizität (MARTINS DE et 
al. 2006). Demnach stehen FS, die vermehrt in TAG eingebaut werden können, anderen 
zum Zelltod führenden intrazellulären Stoffwechselwegen (z.B. der Bildung von ROS) nicht 
oder nur in geringem Umfang zur Verfügung und besitzen somit eine geringere Zytotoxizität. 
Die intrazellulären Lipidtröpfchen, die besonders bei einem hohen FS-Angebot verstärkt zu 
beobachten sind, können damit als FS-Puffer der Zelle betrachtet werden. Die toxische Kon-
zentration einer FS ist abhängig von der Zelllinie. So lag beispielsweise der Anteil vitaler Zel-
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len bei der Kultivierung der Makrophagenzellinie J774 über 24 h nach Supplementierung des 
Mediums mit AA in der Konzentration von 50 µmol/l bei ca. 81 %, von 100 µmol/l bei ca. 
84 % und von 200 µmol/l bei ca. 24 % (MARTINS DE et al. 2006). Der Anteil vitaler Zellen in 
murinen S91-Melanomzellen betrug nach 24-stündiger Supplementierung des Kulturmedi-
ums mit 100 µM AA ca. 16 % und von 200 µM AA ca. 1 %, während in murinen B16F10-
Melanomzellen nach Supplementierung von 100 µM AA über 24 h noch 85 % der Zellen vital 
waren und sich ihr Anteil nach Zugabe von 200 µM AA auf ca. 55 % verringerte (ANDRADE 
et al. 2005). Eine andere Untersuchung zeigte, dass AA nach 20-30-stündiger Supplementie-
rung in der Pankreastumorzelllinie Mia-Pa-Ca-2 schon in einer relativ niedrigen Konzentrati-
on von 5 µM zum Absterben von 85 % der Zellen führen kann (HAWKINS et al. 1998). 
2.3.7  Klinischer Einsatz von PUFA 
Die Nahrung enthält für gewöhnlich ausreichende Mengen an EFS. Störungen im Stoffwech-
sel der EFS werden mit Erkrankungen wie Atopie und Morbus Crohn in Verbindung ge-
bracht. Infolgedessen wurde gefolgert, dass eine veränderte FS-Zusammensetzung der Nah-
rung zur Linderung der klinischen Erscheinungen bei Patienten mit FS-Stoffwechsel-
Störungen beitragen könnte. Außerdem führten die in zahlreichen Studien nachgewiesenen 
antiinflammatorischen Eigenschaften von n3-PUFA zu der Theorie, dass ihre diätetische 
Supplementierung einen positiven Effekt auf das klinische Bild entzündlicher Erkrankungen 
sowie verschiedener Allergien haben könnte. Die immunmodulatorischen Wirkungen der 
PUFA können über zahlreiche Mechanismen vermittelt werden. Frühe Untersuchungen zum 
Einfluss der Aufnahme von DHA- und EPA-reichem Fisch oder Fischöl hatten eine vermin-
derte Produktion von PGE2, TXA2 und LTB4 sowie eine gesteigerte Synthese von PGI3, TXA3 
und LTB5, eine verminderte Thrombozytenaggregation und Blutviskosität sowie eine Steige-
rung der Membranfluidität der Erythrozyten zum Ergebnis (SIMOPOULOS 2002).  
Untersuchungen zur Beeinflussung der Membranzusammensetzung durch die diätetische 
Supplementierung von n3-PUFA ergaben, dass diese die n6-FS in den Membranphospholi-
piden fast aller Zellen teilweise ersetzen (MARANGONI et al. 1993). 
Von entscheidender Bedeutung für die Effekte einer FS-Supplementierung scheint das Ver-
hältnis der zugeführten n3- und n6-FS zu sein, da Säugerzellen, wie unter 2.3.3 beschrieben, 
nicht in der Lage sind, n6- in n3-FS umzuwandeln. Das empfohlene n6/n3-Verhältnis der 
Nahrung schwankt erheblich in Abhängigkeit vom Autor und wird mit 1:1 bis 4:1 angegeben. 
In den für westliche Industrienationen typischen Nahrungsrationen liegt es im Vergleich dazu 
bei 15-20:1, in Japan bei 4:1, bei Wildtieren etwa bei 1:1 (SIMOPOULOS 2002). Beim thera-
peutischen Einsatz von FS ist die empfohlene n6/n3-Ratio abhängig von der zu behandeln-
den Erkrankung. 
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2.4 Mastzellen 
2.4.1 Morphologie und Physiologie caniner Mastzellen 
Mastzellen (MZ) repräsentieren nicht nur die zentrale Komponente allergischer Reaktionen, 
sondern sind auch an der Regulation der adaptiven Immunantwort (GALLI et al. 2005b), der 
Antigenabwehr (Parasiten, Bakterien) und der Reaktion des Organismus auf Toxine und 
physikalische Insulte beteiligt. Dies konnte am Modell der Mastzell-Knock-in- und –Knock-
out-Mäuse nachgewiesen werden (GALLI und KITAMURA 1987; TSAI et al. 2005). Die hä-
matopoetischen MZ-Vorläufer befinden sich im Knochenmark, aus dem sie im Laufe ihrer 
Entwicklung auswandern und über den Blutweg nahezu alle peripheren Gewebe erreichen 
(CHEN et al. 2005; RODEWALD et al. 1996). Dort erfolgt unter dem Einfluss lokaler Fakto-
ren der Abschluß ihrer Differenzierung zu reifen MZ (KITAMURA und FUJITA 1989). Eine 
große Anzahl von MZ ist v.a. in den Organen zu finden, die mit der Umwelt in Verbindung 
stehen, wie Haut, Lunge und Darm. 
MZ sind relativ große, polymorphe Zellen, deren durchschnittliche Größe in Abhängigkeit von 
ihrer Lokalisation variiert. So liegt der Durchmesser caniner Haut-MZ zwischen 7,5 und 
12 µm (GARCIA et al. 1998). Canine Mastocytomzellen, wie sie in dieser Arbeit verwendet 
wurden, haben dagegen einen Durchmesser von 12 bis 14 µm (CALONICO et al. 1985). 
MZ stellen eine sehr heterogene Zellpopulation dar. Neben tierartlichen Abweichungen un-
terscheiden sich die zahlreichen Subpopulationen innerhalb einer Art in Abhängigkeit von 
ihrer Lokalisation in ihren biochemischen und funktionellen Eigenschaften (KITAMURA und 
FUJITA 1989). Biochemisch werden sie nach ihrem Gehalt an Chymase und Tryptase einge-
teilt. Bei humanen MZ unterscheidet man danach Tryptase-positive (MCT) von Chymase- 
und Tryptase-positiven (MCTC) MZ (IRANI und SCHWARTZ 1994), der Hund besitzt außer-
dem auch Chymase-positive (MCC) MZ (KUBE et al. 1998). 
2.4.2 (Patho-) Physiologische Bedeutung der Mastzellen 
Die MZ werden als die Schlüsselzellen im Rahmen allergischer Erkrankungen angesehen, 
da sie im Zuge ihrer Aktivierung eine Reihe proinflammatorischer Mediatoren freisetzen, die 
an der Manifestation der klinischen Symptome dieser Erkrankungen beteiligt sind. Die Art, 
Synthese und Freisetzung der in den MZ enthaltenen Mediatoren scheint vom umgebenden 
Milieu beeinflusst zu werden (LEE et al. 1998). MZ speichern neben Histamin eine Vielzahl 
anderer proinflammatorischer Mediatoren, die sie als Reaktion auf ihre Aktivierung nach Zwi-
schenspeicherung in Granula oder de-novo-Synthese freisetzen. Zu den präformierten Ver-
bindungen zählen u.a. Heparin, Bradykinin und Enzyme (Tryptase, Chymase, Phospholipa-
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sen, Peroxidasen, u.a.), während Zytokine (Interleukine, IFN-γ, TNF-α u.a.), Wachstumsfak-
toren sowie Eikosanoide (LTB4, LTC4, PGD2) neu synthetisiert werden (THEOHARIDES et al. 
2007). Die für die Frühphase der Erkrankung typischen Symptome wie Rötung und Schwel-
lung sind auf die Freisetzung vasoaktiver MZ-Mediatoren zurückzuführen, während die in der 
Spätphase freigesetzten chemotaktischen MZ-Mediatoren eine Infiltration der Haut mit in-
flammatorischen Zellen bedingen und das chronische Stadium der Erkrankung einleiten kön-
nen (GALLI et al. 2005a). 
Nach dem Erstkontakt mit einem Antigen (Ag) kommt es zur Bildung Ag-spezifischer IgE-
Antikörper (Ak), die an hochaffine IgE-Rezeptoren (FcεRI) an der MZ-Oberfläche gebunden 
werden. Ein erneuter Kontakt mit dem entsprechenden Ag führt zu dessen Bindung an das 
Fc-Rezeptor-assoziierte IgE, zur Quervernetzung der IgE-Moleküle und der an sie gekoppel-
ten Rezeptoren und zum Start der intrazellulären Signaltransduktion (GILFILLAN und TKAC-
ZYK 2006). Diese beginnt mit mehreren aufeinanderfolgenden Phosphorylierungsschritten, 
die u.a. zur Aktivierung der PLCγ führen, die daraufhin membrangebundenes Phosphatidyli-
nositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) 
spaltet. IP3 bedingt eine gesteigerte Kalzium-Mobilisierung, DAG die Aktivierung der PKC. 
Beide Ereignisse haben die Degranulation der MZ zur Folge. Neben der Aktivierung der 
PLCγ kommt es außerdem zur Aktivierung des Ras-Raf-MAPK-Weges, was zum einen über 
die Regulation der cPLA2 zur Steigerung der Eikosanoidsynthese führt und zum anderen 
durch die Beeinflussung von TF die Zytokinproduktion moduliert. Neben der MZ-Aktivierung 
durch FcεRI können auch an der MZ-Oberfläche befindliche Rezeptoren für andere Liganden 
wie Adenosin, Komplementfaktoren (C3a, C5a), Chemokine und Zytokine die MZ-Aktivierung 
bewirken oder beeinflussen (GILFILLAN und TKACZYK 2006). Auch die Wirkung des 
Mastoparans wird FcεRI-unabhängig über einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor vermittelt 
(ZORKO et al. 1998). 
2.4.3 Histamin 
Histamin ist ein durch Decarboxylierung von Histidin gebildetes biogenes Amin, das ubiqui-
tär, in erhöhten Konzentrationen aber insbesondere in Nervenzellen, basophilen Granulozy-
ten und MZ vorkommt. Zu seinen zahlreichen Wirkungen, die über G-Protein-gekoppelte 
Histamin-Rezeptoren (H1 bis H4) vermittelt werden, zählen u.a. das Hervorrufen einer Vaso-
dilatation (H1), Bronchokonstriktion (H1), Steigerung der Magensäuresekretion (H2) sowie 
seine Wirkung als Neurotransmitter im ZNS (H3). Die größte Bedeutung besitzt das zu den 
Gewebshormonen zählende Histamin als Mediator von Entzündungsreaktionen.  
In Zellen, die Histamin in größeren Mengen enthalten, wird es an Heparin gebunden in intra-
zellulären Granula gespeichert. Die Histaminfreisetzung erfolgt durch Exozytose dieser Gra-
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nula als Reaktion auf die initiale Aktivierung von FcεRI- oder anderen an der MZ-Oberfläche 
befindlichen Rezeptoren und die anschließende Übertragung des Stimulus auf den Sekreti-
onsapparat (siehe 2.4.2). Der finale Degranulationsprozess kann dabei in zwei Schritte un-
terteilt werden: der Mikrotubuli-abhängigen Translokation der MZ-Granula zur Plasma-
membran, die Kalzium-unabhängig ist, folgt die Kalzium-abhängige Fusion der Granula mit 
der Plasmamembran und die Exozytose des Granulainhalts (NISHIDA et al. 2005). Diese 
finale Freisetzung von MZ-Mediatoren aus den zytoplasmatischen Granula in den Extrazellu-
larraum wird durch so genannte SNARE (SNAP-Receptor-Proteins) und SCAMP (Secretory 
Carrier Membrane Proteins) kontrolliert (CASTLE et al. 2002). 
2.5 Canine Atopische Dermatitis (CAD)  
Die CAD zählt zu den häufigsten Hautkrankheiten des Hundes und ihre Inzidenz innerhalb 
der Hundepopulation wird auf ca. 10 % geschätzt (HILLIER und GRIFFIN 2001). Es handelt 
sich bei dieser Erkrankung um eine Hypersensitivitätsreaktion vom Soforttyp, bei der es als 
Reaktion auf die Exposition gegenüber Umweltallergenen zu einer überschießenden Produk-
tion von Ag-spezifischem IgE und anschließender Bindung des IgE an Ag-präsentierende 
Zellen in der Epidermis kommt. Eine erneute Exposition gegenüber dem Ag hat dann u.a. die 
Degranulation der MZ und die Freisetzung verschiedener MZ-Mediatoren zur Folge, die das 
klinische Bild der Erkrankung hervorrufen. Auch genetische Faktoren spielen bei der Ausbil-
dung der CAD eine Rolle, können aber allein keine CAD auslösen. Umweltfaktoren bestim-
men, ob ein Individuum mit existierender genetischer Prädisposition das klinische Bild einer 
CAD entwickelt. Das wichtigste Symptom der Erkrankung, bei dessen Fehlen eine CAD si-
cher ausgeschlossen werden kann, ist der Juckreiz, der im weiteren Verlauf sekundäre 
Hautveränderungen durch Kratzen, Lecken und Benagen hervorruft. Diese Veränderungen 
äußern sich makroskopisch u.a. in Form von Pusteln, Papeln, Alopezie und Hautverdickun-
gen im Bereich der Ohren, Ballen, am ventralen Abdomen und in der Axillar- und Inguinalre-
gion. Sekundäre bakterielle Infektionen können zur Pyodermie führen und auch Malassezie-
ninfektionen sind häufig diagnostizierbar. Neben Hautveränderungen kommt es auch zu Oti-
tiden und Pododermatitiden. 
2.5.1 Mehrfach ungesättigte Fettsäuren und CAD 
Die Ergebnisse verschiedener Humanstudien ließen die Vermutung aufkommen, dass das 
Auftreten der AD mit einer verminderten Enzymaktivität der ∆6-Desaturase in Verbindung 
steht und damit zumindest teilweise auf eine verminderte Verfügbarkeit langkettiger FS zu-
rückzuführen ist (PEREIRA et al. 2003). So waren die LA-Plasmaspiegel bei Patienten mit 
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AD signifikant erhöht, während verminderte Konzentrationen ihrer Metabolite GLA, DHLA 
und AA gemessen wurden. Außerdem waren die Konzentrationen aller LE-Metabolite im 
Plasma von Atopikern signifikant vermindert, während eine nicht-signifikante Erhöhung der 
LE-Konzentration selbst gemessen wurde (MANKU et al. 1982; MANKU et al. 1984). Das-
selbe galt für die Konzentrationen dieser FS und ihrer Metabolite in der Muttermilch oder im 
Fettgewebe atopischer Individuen (WRIGHT und BOLTON 1989; WRIGHT und SANDERS 
1991). In einer anderen Studie kam man bezüglich der Plasmaspiegel von LA und ihren Me-
taboliten zu einem ähnlichen Ergebnis. Außerdem wurde eine positive Korrelation zwischen 
der LA-Konzentration und der IgE-Konzentration im Blut nachgewiesen, die als Marker für 
die Höhe des Risikos an Atopie zu erkranken betrachtet wird (STRANNEGARD et al. 1987). 
Es gibt allerdings auch einige Untersuchungen, die zu gegensätzlichen Ergebnissen führten 
(LAITINEN et al. 2006; SAKAI et al. 1986). Diese Theorie eines Mangels längerkettiger n6-
PUFA, besonders AA, als ursächlicher Faktor in der Pathogenese atopischer Erkrankungen 
stand längere Zeit im Widerspruch zur Funktion speziell von AA als Ausgangsstoff 
proinflammatorischer Mediatormoleküle. Neuere Studien, nach denen aus AA aber auch an-
tiinflammatorische sowie die Entzündung beendende Verbindungen (Lipoxine, Resolvine) 
entstehen können, könnten diesen Widerspruch beseitigen und eine Erklärung dafür sein, 
warum der relative Mangel dieser FS zur Entstehung der Atopie beitragen kann. In verschie-
denen Untersuchungen an caninen Atopikern konnten ebenfalls Abnormalitäten der ∆5- und 
∆6-Desaturaseaktivitäten nachgewiesen werden. In Erythrozyten atopischer Hunde konnten 
im Vergleich zu gesunden Artgenossen v.a. signifikante Unterschiede im Bereich der n6-FS 
festgestellt werden, während die FS-Zusammensetzung des Plasmas sich zwischen gesun-
den und atopischen Tieren nicht unterschied. So war das Verhältnis von AA zu LA bzw. 
DHLA in Phosphatidylcholin bzw. den Gesamtlipiden bei Atopikern geringer, was für eine 
reduzierte Desaturaseaktivität spricht (FUHRMANN et al. 2006). In einer anderen Studie 
wurden verminderte Adrensäurekonzentrationen (22:4n6) im subkutanen Fettgewebe und 
erhöhte DHLA-Gehalte (20:3n6) in Plasmalipiden atopischer Hunde gemessen, was auf eine 
verminderte Aktivität der ∆5-Desaturase zurückgeführt werden könnte (TAUGBOL et al. 
1998). Eine andere Arbeit wiederum, in der die FS-Zusammensetzung der Serumlipide ge-
sunder und atopischer Hunde verglichen wurde, konnte keine signifikanten Unterschiede im 
FS-Muster feststellen, die auf eine reduzierte Desaturaseaktivität hätten schließen lassen 
können (SAEVIK et al. 2002). Neben einer verminderten Desaturaseaktivität wird alternativ 
ein zweiter mit den PUFA in Verbindung stehender Faktor für die Entstehung einer AD disku-
tiert, nämlich die positive Korrelation zwischen der Häufigkeit des Auftretens atopischer Er-
krankungen und dem LA-Gehalt der Nahrung (CALDER 2006a). Demnach kam es als Reak-
tion des Organismus auf die im Verlauf der letzten 40 Jahre stark angestiegenen LA-Gehalte 
in der Nahrung zu einer Anpassungsreaktion in Form einer gesteigerten Kapazität der Zellen 
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für die Synthese von AA und damit verbunden auch PGE2. Dies wiederum führte zu einer 
Betonung der Th2-Immunantwort und einer gesteigerten IgE-Produktion. Ob eine verminder-
te Syntheseleistung infolge einer verminderten ∆6-Desaturaseaktivität oder ein gesteigerter 
Verbrauch für die bei AD beobachteten verminderten AA-Spiegel verantwortlich sind, ist bis 
zum jetzigen Zeitpunkt unklar. 
2.5.2 Therapie 
Aus therapeutischer Sicht ist eine Ursachenbeseitigung zwar die aufgrund ihrer fehlenden 
Nebenwirkungen wünschenswerteste Therapiemethode, infolge der oft fehlenden Kenntnis 
des Ag oder der unmöglichen praktischen Umsetzung (z.B. bei Hypersensitivität gegenüber 
Hausstaubmilben) jedoch in vielen Fällen nicht realisierbar. Auch die Reduktion des Ag-
Kontaktes führt in vielen Fällen nur zu unbefriedigenden Ergebnissen, so dass auf andere 
Therapiemethoden zurückgegriffen werden muß.  
2.5.2.1 Pharmakotherapie 
Für die pharmakologische Therapie der CAD stehen verschiedene Mittel zur Verfügung, de-
ren klinischer Nutzen allerdings teilweise umstritten ist. Eine im Jahre 2003 veröffentlichte 
Metaanalyse untersuchte diesbezüglich 40 in den Jahren 1980 bis 2002 veröffentlichte Stu-
dien zum Einsatz verschiedener Pharmaka im Rahmen der CAD-Behandlung auf die Wirk-
samkeit und die Nebenwirkungen der getesteten Pharmaka (OLIVRY und MUELLER 2003). 
Danach ist die orale Gabe der Glukokortikosteroide Prednison, Prednisolon oder Me-
thylprednisolon aufgrund ihrer guten Wirksamkeit und der relativ geringen Nebenwirkungen 
bei kurzzeitiger Therapie empfehlenswert. Da die Stärke der Nebenwirkungen in direktem 
Zusammenhang zur Anwendungsdauer steht, müssen bei längerer Anwendung Nutzen und 
Risiken der Behandlung gründlich gegeneinander abgewogen werden. Entsprechend den 
Ergebnissen der oben genannten Studie ist auch die orale Gabe des Calcineurininhibitors 
Cyclosporin A aufgrund seiner guten Wirksamkeit bei gleichzeitig nur mäßig schweren Ne-
benwirkungen zu empfehlen. Aufgrund fehlender Untersuchungen zur Langzeitanwendung 
kann das Medikament allerdings nur für eine Behandlungsdauer von bis zu 16 Wochen em-
fohlen werden (OLIVRY und MUELLER 2003). Eine mittlere Wirksamkeit wird für die topi-
sche Anwendung von Glukokortikoiden und Calcineurinhemmstoffen beschrieben 
(MARSELLA und NICKLIN 2002). Eine weitere vielversprechende Möglichkeit der CAD-
Behandlung scheint die Applikation von caninem IFN-γ darzustellen (IWASAKI und HASE-
GAWA 2006).  
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2.5.2.2 Spezifische Immunotherapie 
Neben pharmakologischen stehen auch immunologische Behandlungsmöglichkeiten zur Ver-
fügung. Dazu zählt die so genannte Hypo- oder Desensibilisierung, bei der dem Patienten 
über einen gewissen Zeitraum steigende Mengen von Ag-Extrakten, gegenüber denen er 
sensitiv ist, injiziert werden, um die allergische Reaktion abzuschwächen oder sogar völlig 
verschwinden zu lassen. Sie stellt die einzige spezifische Behandlungsmethode der CAD dar 
und besitzt im Vergleich zum Einsatz von Glukokortikosteroiden deutlich weniger Nebenwir-
kungen. Von Nachteil ist, dass wiederholt hohe Dosen des Ag injiziert werden müssen, ein 
sichtbarer Erfolg oft erst nach mehreren Monaten eintritt und das/die auslösende(n) Anti-
gen(e) bekannt sein müssen. Diese Behandlungsmethode zeigt in 50 bis 80% der Fälle posi-
tive Erfolge (GRIFFIN und HILLIER 2001; LEUNG und BIEBER 2003).  
Eine weitere Möglichkeit im Rahmen der Immunotherapie stellt der Einsatz Ag-haltiger Lipo-
somen-Plasmid-DNA-Komplexe dar. Diese patientenspezifisches Ag enthaltenden Komplexe 
werden dem Patienten sechsmalig innerhalb von 14 Wochen intradermal injiziert. Dies führte 
in der vorliegenden Studie bei Patienten mit therapieresistenter CAD zu einer signifikanten 
Reduktion des Juckreizes und der IL-4-Produktion (MUELLER et al. 2005).  
2.5.2.3 Beeinflussung des Krankheitsbildes durch die Supplementierung von Fett-
säuren 
In zahlreichen Studien (zusammengefasst von (OLIVRY et al. 2001), die seit der Mitte der 
1980er Jahre erschienen sind, wird der positive Effekt einer FS-Supplementierung auf das 
klinische Bild der CAD und anderer caniner und auch feliner Dermatosen beschrieben. Durch 
die orale Verabreichung von FS bei atopischen Hunden konnte beispielsweise eine Vermin-
derung der Entzündungszeichen und des Juckreizes erreicht werden (BOND und LLOYD 
1992; SCOTT et al. 1992; SCOTT et al. 1997). Es existieren daneben aber auch Studien, die 
keine positiven FS-Effekte im Zusammenhang mit atopischen Erkrankungen nachweisen 
konnten. Eine Veröffentlichung aus dem Jahr 2001 (OLIVRY et al. 2001), in der eine kritische 
Betrachtung dieser Studien vorgenommen wurde, kam zu dem Schluß, dass trotz bestehen-
der theoretischer Anhaltspunkte und praktisch aufgezeigter positiver Effekte aufgrund ver-
schiedener Mängel (z.B. fehlende Placebo-/Kontrollgruppen, zu kurze Versuchsdauer, feh-
lende Standardisierung der Diäten) in den einzelnen Studien keine allgemeine Empfehlung 
für oder gegen den Einsatz von PUFA im Rahmen der Behandlung der CAD ausgesprochen 
werden kann.  
Eine neuere Studie, in der die Effekte von Leinöl (LE-reich) und kommerziell erhältlichen, 
EPA- und DHA-reichen Kapseln auf die klinischen Symptome atopischer Hunde untersucht 
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wurden, kam zu dem Ergebnis, dass weder die Gesamt-n3- als auch –n6-FS-Aufnahme 
noch das n3/n6-Verhältnis mit einer klinischen Besserung der Symptome korrelierten 
(MUELLER et al. 2004). Eine mögliche Erklärung für die unterschiedlichen Ergebnisse der 
klinischen Studien könnte auch darin liegen, dass die Ansprechbarkeit des klinischen Bildes 
der CAD auf die Supplementierung von FS vom Krankheitsstadium abhängt. Entsprechend 
konnte gezeigt werden, dass frühere Stadien besser auf diätetischen FS-Zusatz ansprechen 
als fortgeschrittene Krankheitsfälle (ABBA 2005) 
Die Beobachtung, dass der vermehrte Einbau langkettiger n3-PUFA in die Zellmembranen 
eine Veränderung der Membraneigenschaften und eine qualitative Beeinflussung der Eiko-
sanoidsynthese verursacht (siehe 2.3.4), führte zu Studien zum Einfluss der diätetischen 
Supplementierung dieser FS auf das klinische Bild von Atopikern. So konnte durch die Gabe 
von Fischöl, das reich an den n3-PUFA EPA und DHA ist, bei an Atopie leidenden Menschen 
eine Verbesserung des klinischen Bildes erreicht werden (BJORNEBOE et al. 1987; SOY-
LAND et al. 1994). 
Neben der Monotherapie mit FS-Supplementen ist auch ihr Einsatz in Kombiation mit Phar-
maka untersucht worden. So führte die Supplementierung der Diät mit verschiedenen PUFA 
zu einer Verminderung der für die Kontrolle der klinischen Symptome benötigten Predniso-
londosis (BOND und LLOYD 1994; SAEVIK et al. 2004). Andere Studien zeigten, dass die 
Supplementierung von FS auch die im Rahmen der CAD-Behandlung benötigten Dosen von 
Antihistaminika reduzieren kann (PATERSON 1995). 
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3 Material und Methoden 
3.1 Material 
Die vorliegenden Untersuchungen wurden zum Großteil mit Materialien der Firmen SIGMA-
ALDRICH Taufkirchen, BIOCHROM AG Berlin, GREINER BIO-ONE Frickenhausen, PAA 
Pasching, VWR INTERNATIONAL Darmstadt, CARL ROTH GmbH Karlsruhe, SANTA CRUZ 
Heidelberg und VARIAN Darmstadt durchgeführt (siehe Anhang). 
3.2 Methoden 
3.2.1 Zellkultur 
3.2.1.1 Kultur caniner Mastozytomzellen (C2) 
Die für die Untersuchungen verwendeten caninen Mastozytomzellen der Zelllinie C2 wurden 
von Prof. W. M. Gold vom Cardiovascular Research Institute and Department of Medicine 
der University of California, San Francisco, zur Verfügung gestellt.  
Hierbei handelt es sich um eine permanente Zelllinie; die Mastozytomzellen wachsen nicht 
adhärent und zeigen für MZ typische Eigenschaften (DEVINNEY und GOLD 1990). Sie be-
sitzen Tryptase- und Chymaseaktivität und setzen nach Aktivierung über den IgE-Rezeptor 
oder Kalzium-Ionophore Histamin und PGE2 frei. Der durchschnittliche Histamingehalt pro 
Zelle liegt bei 0,07 pg. Die Zelllinie hat mit anderen MZ-Linien vergleichbare Eigenschaften. 
3.2.1.1.1 Zusammensetzung der Zellkulturmedien 
Für die Anzucht der Zellen wurden kryokonservierte C2 in Iscove’s Basalmedium kultiviert. 
Dieses Medium wurde mit 25 mM HEPES (pH 7,4), 1,6 mM Histidin, 100 U/ml Penicillin, 
100 U/ml Streptomycin und 10 % fötalem Kälberserum (FKS) supplementiert. 
Zur Dauerkultivierung der C2 wurde Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM / HAM’s 
F12 1:1 gemischt; DEH) verwendet, das bereits einen LA-Gehalt von 0,14 μM aufwies. Die-
ses Medium wurde ebenfalls mit 25 mM HEPES (pH 7,4), 1,6 mM Histidin, 100 U/ml Penicil-
lin und 100 U/ml Streptomycin supplementiert, der FKS-Gehalt betrug allerdings nur 5 %. 
Außerdem wurde diesem Medium 0,14 μM LE gelöst in Ethanol (Endkonzentration maximal 
0,1 %) sowie 5 µmol/l α-Tocopherol zugesetzt. Das DEH-Medium wies damit eine FS-
Konzentration von 0,94 µM C14:0, 0,49 µM C15:0, 10,5 µM C16:0, 0,44 µM C16:4n1, 5,3 µM 
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C18:0, 8,8 µM C18:1n9, 2,5 µM C18:1n7; 3,1 µM C18:2n6; 0,25 µM C18:3n3, 0,9 µM 
C20:3n6, 3,3 µM C20:4n6, 0,4 µM C20:5n3, 0,2µM C22:0, 1,8 µM C22:5n3, 1,8 µM C22:6n3, 
0,17 µM C24:0 und 0,21 µM C24:1n9 auf, die Gesamtkonzentration an FS im DEH betrug 
41,2 μM.  
3.2.1.1.2 Dauerkultivierung der C2 
Die Zellen wurden mit einer Zelldichte von 0,5 x 106/ml Medium im Medium zur Dauerkultivie-
rung (DEH) ausgesät. Am ersten Tag der Kultivierung wurden sie in zwei Fünftel der berech-
neten Mediummenge resuspendiert und anschließend in eine 75 cm2-Zellkulturflasche über-
führt. Am Tag 4 der Kultivierung erfolgte dann die Zugabe der anderen drei Fünftel der be-
rechneten Mediummenge. Der komplette Wechsel des Mediums wurde dann am 7. Tag der 
Kultivierung vorgenommen. Die Kulturbedingungen der Dauerkultivierung entsprachen de-
nen bei der Anzüchtung (37°C, 5% CO2, wasserdampfgesättigte Atmosphäre). 
3.2.1.1.3 Zellzählung und Vitalitätstest mittels Trypanblau 
Dem Test liegt die Tatsache zugrunde, dass Trypanblau in vitale Zellen mit intakter Zell-
membran nicht eindringen kann und diese somit nicht anfärbt, während es defekte Membra-
nen abgestorbener Zellen durchdringen kann und diese Zellen infolge dessen unter dem 
Mikroskop blau gefärbt erscheinen. 
Zellzählung und Vitalitätsbestimmung erfolgten in einer Zählkammer nach NEUBAUER. Da-
für wurden 10 μl Zellsuspension mit 10 μl Trypanblaulösung (0,4 % in 0,9 %iger Kochsalzlö-
sung) gemischt und 10 μl dieser Mischung wurden anschließend in die Zählkammer gege-
ben. Unter dem Invertmikroskop erfolgte bei 40-facher Vergrößerung die Bestimmung der 
Gesamtzellzahl sowie der Zahl der gefärbten (toten) und vitalen Zellen.  
Für die Erstellung von C2-Wachstumskurven wurden am Tag 0 je 1,25 x 107 Zellen in 6 Zell-
kulturflaschen ausgesät. Nach 6 Stunden, 48 Stunden sowie am 4., 6., 8. und 11. Tag der 
Kultivierung wurden aus jeder Kulturflasche 10 μl der Zellsuspension entnommen und an-
schließend die Anzahl lebender und abgestorbener Zellen bestimmt. 
3.2.1.1.4 Mykoplasmennachweis 
Mykoplasmen stellen ein verbreitetes Problem als Kontaminanten von Zellkulturen dar. Sie 
führen meist nicht zum Absterben der Wirtszellen, beeinflussen aber deren Lebensfähigkeit, 
Wachstum, Stoffwechsel und Morphologie. Eine Verschlechterung des Wachstums vor allem 
bei permanenten Zellkulturen ist oft ein Hinweis auf eine solche Kontamination. Da My-
koplasmen mit bloßem Auge nicht erkennbar und die Anfärbemethoden sehr aufwendig sind, 
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wurde zur Untersuchung auf eine mögliche Mykoplasmenkontamination ein Nukleinsäure-
Amplifikationstest auf Basis der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) verwendet. Hiefür kam 
der Venor®GeM-Mykoplasma Detection Kit (MINERVA BIOLABS GmbH, Berlin) zum Ein-
satz. Die Durchführung erfolgte gemäß den Herstellerangaben. 
Die Nachweisgrenze des verwendeten Test-Kits beträgt 2 x 103 Mykoplasmen/ml. Zur Ver-
meidung falsch-negativer Ergebnisse infolge einer Antibiotika-bedingten Mykoplasmenreduk-
tion wurden die C2 vor der Durchführung des Tests für zwei Passagen in Medium ohne Anti-
biotika-Zusatz kultiviert. 
3.2.1.2 Fettsäurensupplementierung des Dauerkulturmediums (DEH) 
Zur Untersuchung des Einflusses der Supplementierung verschiedener FS auf die C2 wur-
den jeweils mindestens 6 Ansätze mit folgenden FS-Zusätzen erstellt: 
• 20 μM Linolsäure (DEH-LA) 
• 20 μM Linolensäure (DEH-LE) 
• 20 μM Arachidonsäure (DEH-AA) 
• 20 μM Eicosapentaensäure (DEH-EPA) 
Die Zugabe dieser FS zum DEH-Medium erfolgte in Ethanol gelöst, wobei die Ethanol-
Endkonzentration 0,1 % betrug. Die Dauer der Inkubation der Zellen in den mit den oben 
genannten FS supplementierten Medien betrug 6 Stunden (6 h), 48 Stunden (48 h) oder 
6 Tage (6 d). 
3.2.2 Bestimmung der Fettsäurenzusammensetzung der C2 
Die Überprüfung der FS-Zusammensetzung der C2 erfolgte nach jeweils 6-stündiger, 48-
stündiger bzw. 6-tägiger Kultivierung in den FS-supplementierten Medien. Die Bestimmung 
der FS-Gehalte der Proben erfolgte mittels Gaschromatographie (GC). 
3.2.2.1 Vorbereitung der Proben 
Nach Ablauf der Kultivierungszeit (6 h, 48 h bzw. 6 d) wurde die Zellsuspension nach drei-
maligem Spülen des Flaschenbodens aus der Zellkulturflasche entnommen und das Medium 
abzentrifugiert (256 x g, 6 min, 4°C). Anschließend wurde das Zellpellet mit 20 ml PBS re-
suspendiert, erneut zentrifugiert und der Überstand verworfen. Dieser Waschschritt wurde 
dreimal wiederholt. Im Anschluß daran erfolgte die Einstellung der Zellsuspension auf 1 x 107 
Zellen pro Probe. Nach der anschließenden Zentrifugation (256 x g, 6 min, 4°C) und dem 
Verwerfen des Überstandes wurde das Zellpellet mit 1 ml Aqua bidest. resuspendiert, die 
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Suspension in ein spezielles Glasröhrchen mit fest verschließbarem teflonbeschichteten De-
ckel überführt und die Probe bei -80°C bis zur Gefriertrocknung gelagert. Vor der Vereste-
rung wurden die Proben für 18 Stunden bei 1 mbar lyophilisiert. 
Die Bearbeitung der Zellpellets erfolgte nach der Methode von SÖNNICHSEN und MÜLLER 
(1999), die für die Bearbeitung der C2 modifiziert wurde. Bei dieser Ein-Schritt-Methode ist 
eine vorhergehende Lipidextraktion nicht nötig (SEIDEL et al. 2005). 
Dem Zellpellet wurden zunächst unmittelbar nacheinander 500 μl methanolische Salzsäure 
zum Zwecke der Umesterung, 250 μl n-Hexan zur Extraktion und 500 μl Interner Standard 
(IS) zugefügt. Das Ganze wurde danach zur Auflockerung des Pellets mit einem Rührstab 
10 s gerührt. Die Umesterung erfolgte für 30 min bei 85°C im Wasserbad. Anschließend 
wurden sie bei Raumtemperatur abgekühlt und für die Extraktion und Phasentrennung 
nochmals mit 500 μl n-Hexan sowie 1 ml Aqua bidest. versetzt. Nach einminütigem Schütteln 
erfolgte die Zentrifugation der Proben (10 min, 3112 x g, 15°C). Von der dabei gebildeten 
oberen (Hexan-) Phase wurden 500 μl abpipettiert, in ein 1,5 ml-GC-Vial gegeben und das 
Hexan unter Stickstoff eingedampft. Die verbliebenen Fettsäuremethylesther (FAME) wurden 
danach mit 60 μl n-Hexan versetzt, fest verschlossen und 10 s geschüttelt. Die Probenröhr-
chen wurden bis zur Messung bei -25°C aufbewahrt. 
3.2.2.2 Gaschromatographie 
Die Messung der FAME am Gaschromatograph erfolgte unter folgenden Bedingungen: 
Tab. 4: GC-Bedingungen 
Säule: Omegawax TM 320 (30 m x 0,32 mm Durchmesser x 0,25 μm Film) 
Injektion: 250°C, 1 μl Probe im „Sandwitch“-Verfahren (Luft-Probe-Luft), 
Splitverhältnis initial 1:50, nach 1 min 1:100, nach 17,30 min 1:3 
Trägergas: Helium, 1,5 ml/min 
Ofentemperatur: 200°C 
Detektion: Flammenionisationsdetektor (FID), 250°C 
Make up-Gas: Stickstoff 
 
Die Aufzeichnung und Auswertung der Chromatogramme erfolgte mittels des Programmes 
Star 6.0® der Firma VARIAN, der IS diente als Referenzpeak. Aus den Peakflächen wurden 
die FAME-Konzentrationen in den Proben unter Berücksichtigung der Konzentration des IS 
sowie der Response-Faktoren (RF) berechnet. Die Umrechnung der FAME auf die FS-
Konzentration in nmol/107 Zellen erfolgte mit Hilfe der molaren Massen. Zusätzlich erfolgte 
die Konzentrationsangabe der ermittelten FS in Gewichtsprozent (Gew.-%). 
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3.2.3 SDS-PAGE und Western Blot 
3.2.3.1 Vorbereitung der Proben 
Für die Elektrophorese wurde der durch mehrere Aufarbeitungsschritte gewonnene Über-
stand lysierter C2-Zellen verwendet. 
Hierfür wurden die im FS-supplementierten Medium angezüchteten C2 aus der Zellkulturfla-
sche entnommen, die Flasche mit 20 ml PBS gespült und die Spülflüssigkeit zur Zellsuspen-
sion hinzugegeben. Anschließend erfolgte die Zentrifugation der Zellsuspension (256 x g, 
4°C, 6 min). Der Überstand wurde abgegossen und verworfen und das Zellpellet mit 20 ml 
PBS resuspendiert. Die darauffolgende Zellzählung diente der Einstellung der Zellsuspensi-
on auf 0,5 x 107 Zellen. Nach einer erneuten Zentrifugation (256 x g, 4°C, 6 min) wurde der 
Überstand verworfen und das Zellpellet mit 20 ml PBS resuspendiert. Im Anschluß an den 
nächsten Zentrifugationsschritt (256 x g, 4°C, 6 min) und das Verwerfen des Überstandes 
erfolgte die Resuspension des Zellpellets mit 1 ml PBS und die Überführung der Zellsuspen-
sion in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß. Nach anschließender Zentrifugation (11752 x g, RT, 
5 min) und Verwerfen des Überstandes wurde das Zellpellet mit 150 μl Zelllysispuffer und 
10 μl Proteaseinhibitorcocktail resuspendiert und danach im Thermomixer (400 rpm, 24°C, 
15 min) inkubiert. Im Anschluß an die darauffolgende Zentrifugation (17410 x g, 4°C, 15 min) 
wurde der Überstand in mehrere auf Eis gelagerte neue 1,5 ml-Reaktionsgefäße aliquotiert 
(50 μl-Aliquote) und bei -80°C eingelagert.  
3.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Die Proteinkonzentration des gewonnenen Überstandes (siehe 3.2.3.1) wurde mittels der 
Methode nach BRADFORD bestimmt. Diese beruht auf der Absorptionsänderung des Farb-
stoffes Coomassie Brilliant Blue-G250 durch Bindung an Proteine. Diese Absorptionsände-
rung ist über weite Bereiche zur Proteinkonzentration proportional. Die Absorptionsmessung 
erfolgt bei 595 nm. 
Als Proteinstandard diente Bovines Serumalbumin (BSA), das als Stammlösung mit einer 
Konzentration von 250 μg/ml vorlag und mit 0,1 M NaOH zur Erstellung einer Eichreihe auf 
Konzentrationen von 20, 30, 40, 50, 60, 80 und 100 μg/ml verdünnt wurde (siehe Anhang). 
Die Proben wurden 1:40 verdünnt. 
2 Volumeneinheiten des Farbstoffkonzentrates BIO-RAD-Protein-Assay-Farbstoffkonzentrat 
(Fa. BIO RAD München) wurden mit 5,5 Volumeneinheiten Aqua bidest. verdünnt und gefil-
tert. 
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Je 50 μl der Standard-Verdünnungsreihe und der verdünnten Proben wurden in die Wells 
einer 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert, wobei jeweils Doppelbestimmungen durchgeführt 
wurden. Anschließend wurden je 200 μl des verdünnten Farbstoffkonzentrates (s.o.) zu den 
vorgelegten Standards und Proben pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 5 min bei 
Raumtemperatur erfolgten die Messung der Absorption bei 595 nm und danach die Berech-
nung der Proteinkonzentration der Proben. 
3.2.3.3 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)  
3.2.3.3.1 Zusammensetzung der Gele 
Verwendet wurden selbst gegossene Minigele, die aus einem 10 %-igen Trenngel- und ei-
nem 6 %-igen Sammelgelanteil bestanden. Zur Herstellung der Gele kam das Mini-
PROTEAN 3 – System der Fa. BIO RAD zum Einsatz. Die Gele wiesen eine Größe von 8 cm 
x 7,3 cm auf und waren 0.75 mm dick.  
Tab. 5: Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele 
Gelzusammensetzung Trenngel (10 %) Sammelgel (6 %) 
ddH2O 
Acrylamid/Bisacrylamid 
Gelpuffer (Trenngel-bzw. Sammelgelpuffer) 
10 % w/v SDS 
10 % w/v APS 
TEMED 
4,10 ml 
3,30 ml 
2,50 ml 
0,10 ml 
0,10 ml 
0,01 ml 
2,700 ml 
1,000 ml 
1,250 ml 
0,050 ml 
0,050 ml 
0,005 ml 
 
3.2.3.3.2 Probenvorbereitung und Auftrennung der Proteine 
Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels vertikaler Gelelektrophorese. 
Die Proben wurden im Eisbad aufgetaut. Von jeder Probe wurde das Volumen berechnet, 
welches 30 μg (Bestimmung der cPLA2-Expression) bzw. 50 μg (Bestimmung der PPARγ-
Expression) Protein enthält. Dieses Probenvolumen wurde daraufhin 1:2 mit Probenpuffer 
nach LAEMMLI versetzt. Danach erfolgt eine vierminütige Inkubation bei 95°C und 400 rpm 
im Thermomixer. Nach kurzer Zentrifugation (10 s, 11752 x g) wurde jeweils das gesamte 
Probenvolumen in die Geltasche appliziert und danach die innere und äußere Elektrophore-
sekammer mit 1x Laufpuffer befüllt. Die Elektrophorese erfolgte bei 200 V für 55 min. 
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3.2.3.4 Western Blot (Immunoblot) 
3.2.3.4.1 Proteintransfer 
Der Proteintransfer erfolgte nach der Semi-dry–Methode in einer entsprechenden Blotting-
Apparatur (Semi-Phor®, HOEFER Scientific Instruments, San Francisco, USA). 
Zunächst wurden 6 Stücke Blottingpapier sowie 1 Stück Nitrocellulosemembran (Porengröße 
0,45 µm) auf Gelgröße zurechtgeschnitten. Das Blottingpapier wurde für 5 min in Blottingpuf-
fer, die Nitrocellulosemembran in Aqua bidest. eingeweicht. Nach Entfernen des Sammelgels 
erfolgte ein 5-minütiges Equilibrieren des Trenngels im Blottingpuffer.  
Danach wurde die Blottingapparatur nach Herstellerangaben zusammengebaut und der 
Transfer gestartet. Der Westernblot der beiden untersuchten Proteine (cPLA2, PPARγ) dau-
erte 45 min und wurde bei Raumtemperatur und einer Stromstärke von 1,5 mA/cm2 durchge-
führt.  
3.2.3.4.2 Nachweisreaktion: Antikörper-Overlay 
Die im Folgenden beschriebenen Wasch- und Inkubationsschritte wurden, wenn nicht anders 
beschrieben, bei Raumtemperatur und 40 rpm durchgeführt. 
Vor Beginn der Nachweisreaktion musste die Nitrocellulose-Membran abgesättigt („ge-
blockt“) werden, um überschüssige Proteinbindestellen der Membran zu saturieren und eine 
unspezifische Bindung der Nachweisreagenzien zu verhindern. Dazu wurde die Nitrocellulo-
semembran nach dem Ende des Proteintransfers sofort in die Blocking-Lösung (PBSM; s. 
Anhang) überführt und 1 Stunde inkubiert. 
Die verwendeten Erst-Ak (Mouse-Anti-cPLA2 bzw. Rabbit-Anti-PPARγ zur Markierung der zu 
bestimmenden Proteine; Mouse-Anti-GAPDH als Ladungskontrolle und für die spätere Quan-
tifizierung) wurden beide in 15 ml derselben Blocking-Lösung (PBSM) verdünnt (cPLA2- bzw. 
PPARγ-Antikörper jeweils 1:200, GAPDH-Antikörper 1:10000). Die Membran wurde nach 
dem Blocken direkt in diese Ak-Lösung überführt und über Nacht bei 4°C inkubiert. Daran 
anschließend wurde die Membran dreimal für jeweils 10 min mit je 20 ml PBST gewaschen 
und anschließend in die Zweit-Ak-Lösung überführt. Diese setzte sich zusammen aus 20 ml 
PBSM und dem darin verdünnten Zweit-Ak. Bei den Untersuchungen zur cPLA2-Expression 
enthielt die Ak-Lösung ausschließlich den Anti-Mouse-Ak 1:1000 verdünnt, bei denen zur 
PPARγ-Expression waren in der Ak-Lösung neben dem 1:1000 verdünnten Anti-Mouse- 
auch der 1:1000 verdünnte Anti-Rabbit-Zweit-Ak enthalten. Nach einstündiger Inkubation in 
der zweiten Ak-Lösung folgten zwei 10-minütige Waschschritte in jeweils 20 ml PBST sowie 
nachfolgend ein 10-minütiger Waschschritt in 20 ml PBS. 
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3.2.3.4.3 Detektion und Auswertung der Ergebnisse 
Die Visualisierung der Ag-Ak-Reaktion erfolgte mittels Chemilumineszenz.  
Die Membran wurde dazu gemäß den Angaben des Herstellers mit dem PIERCE ECL Wes-
tern Blotting Substrate behandelt und das emittierte Licht mittels einer CCD-Kamera an der 
Chemidoc (Fa. BIORAD) detektiert. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mittels der Ana-
lysesoftware Quantity One®. 
3.2.4 Bestimmung der Aktivität der cPLA2 
Die Grundlage für die Bestimmung der cPLA2-Aktivität bildet die spezifische Eigenschaft des 
Enzyms, bevorzugt AA aus der sn2-Position von Phospholipiden abzuspalten. Somit kann 
durch die Messung der AA-Freisetzung direkt auf die Enzymaktivität geschlossen werden. 
Dazu wurde der Zellsuspension radioaktiv markierte AA ([3H]AA) zugesetzt, die dann in die 
Zellen aufgenommen wurde und deren Freisetzung nach Stimulation der C2 mittels Szintilla-
tionszähler bestimmt werden konnte. 
3.2.4.1 Vorbereitung der Zellen 
Für die Messung der cPLA2-Aktivität wurden je 1 x 107 Zellen pro Flaschenansatz 6 h, 48 h 
bzw. 6 d vor dem Zeitpunkt ihrer Gewinnung in dem entsprechend supplementierten Medium 
ausgesät. Den 6 d kultivierten Zellen wurde am Tag 4 nochmals eine entsprechende Menge 
des FS-supplementierten Mediums zugegeben (siehe 3.2.1.2). 
Die Zellen wurden 6 h vor ihrer Gewinnung aus der Zellkulturflasche entnommen, im Medium 
gezählt und das Volumen der Zellsuspension auf 8 x 106 Zellen eingestellt. Nach erfolgter 
Zentrifugation (256 x g, 6 min, 4°C) und Verwerfen des Überstandes wurde das Zellpellet mit 
je 3,6 ml des entsprechend supplementierten Mediums resuspendiert und je 900 μl der Zell-
suspension in Petrischalen (60 mm) überführt. Bis zur Gewinnung der C2 wurden die Zellen 
im Inkubator (37°C, 5 % CO2, wasserdampfgesättigte Atmosphäre) weiterkultiviert. 
Der Zellsuspension wurde 3h vor der Zellgewinnung [3H]AA in einer Endkonzentration von 
0,1 μCi zugesetzt und die Zellen dann weiter inkubiert. 
Nach dem Ende der Kultivierungszeit wurde die Zellsuspension aus den Petrischalen in Po-
lypropylenröhrchen (14 ml) überführt, zentrifugiert (256 x g, 6 min, 4°C) und die Überstände 
verworfen. Anschließend erfolgte das Resuspendieren der Pellets mit je 5 ml CMF-Tyrode-
Lösung. Dieser Waschschritt wurde einmal wiederholt. Den nach erneuter Zentrifugation 
(256 x g, 6 min, 4°C) gewonnenen Pellets wurden jeweils 100 µl Mastoparan in einer End-
konzentration von 25 µM oder 100 µl PBS sowie jeweils 900 µl Tyrode-HEPES-BSA-Lösung 
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zugesetzt. Nach kurzem Vortexen (10 s) und 45-minütiger Inkubation (37°C, 5 % CO2, was-
serdampfgesättigte Atmosphäre) wurde die Reaktion für 10 min auf Eis gestoppt und die 
Proben anschließend zentrifugiert (450 x g, 10 min, 4°C). Der Überstand wurde in ein Glas-
gefäß überführt, das Pellet mit 950 µl Tyrode-HEPES-BSA-Lösung versetzt, gründlich gevor-
text (30 s) und ebenfalls in ein Glasgefäß gegeben. In jedes der Glasgefäße wurden an-
schließend je 6 ml Szintillatorflüssigkeit gegeben, kurz gevortext und die Proben im Szintilla-
tionszähler gemessen.  
3.2.5 Bestimmung der Histaminfreisetzung der C2 
3.2.5.1 Vorbereitung der Zellen 
Die Zellen wurden 6 h, 48 h bzw. 6 d nach Beginn der Kultivierung in den entsprechend 
supplementierten Medien geerntet. Nach der anschließenden Zentrifugation (256 x g, 4°C, 
6 min) wurde das Zellpellet mit 20 ml PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert (256 x g, 
4°C, 6 min). Es folgten das Resuspendieren des Pellets mit 20 ml Kalzium- und Magnesium-
freiem Tyrode’s-Puffer (CMF-Tyrode) sowie ein weiterer Zentrifugationsschritt. Anschließend 
wurde das Pellet mit so viel HEPES- (25 mM) und BSA (0,1%) -enthaltendem Tyrode’s-
Puffer (Tyrode-HEPES-BSA) resuspendiert, dass die Herstellung von 900 μl-Aliquoten mit 
jeweils 2 x 106 Zellen möglich war. Je Flaschenansatz wurden zwei dieser Aliqote in Reakti-
onsgefäße (1,5 ml) überführt. Ein Aliquot wurde mit 100 μl Mastoparan (Endkonzentration 
25 μM), das andere mit 100 µl HBSS versetzt. Die Aliquote wurden sofort im Anschluß für 
45 min bei 37°C inkubiert, danach 10 min auf Eis gelagert und im Anschluß daran zentrifu-
giert (450 x g, 4°C, 10 min). Die resultierenden Überstände wurden in Reaktionsgefäße über-
führt, die Pellets mit jeweils 950 µl Tyrode-HEPES-BSA resuspendiert und für 30 s geschüt-
telt. Bis zur weiteren Bearbeitung erfolgte die Lagerung der Zellpellets und -überstände bei –
80°C.  
3.2.5.2 Probenvorbereitung für die HPLC 
Vor der Bestimmung des Histamingehaltes der Proben mittels Hochleistungsflüssig-
Chromatographie (HPLC) wurde das Histamin zunächst extrahiert und derivatisiert. Für die 
Extraktion wurden die Proben nach dem Auftauen in Polypropylenröhrchen (14 ml) überführt. 
Nach der Zugabe von 1 ml HBSS und 6 ml einer bis(2-Ethylhexyl)-hydrogenphosphat 
(D2EHPH)-Heptan-Lösung wurde das Gemisch 5 min kräftig geschüttelt und dann zentrifu-
giert (5000 rpm, 4°C, 5 min). Anschließend wurden je 200 µl der unteren Phase zur Derivati-
sierung in Reaktionsgefäße (1,5 ml) überführt und mit 40 µl 1 N Natronlauge, 20 µl einer or-
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tho-Phtaldialdehyd-Lösung (5 mg Ortho-Phtaldialdehyd in 10 ml Methanol) sowie 40 µl 3 N 
Salzsäure versetzt. Dabei mussten die Proben nach jeder erneuten Zugabe 30 s geschüttelt 
werden. Von dieser derivatisierten Probe wurden 220 µl in Autosamplerfläschchen gegeben 
und der Histaminbestimmung mittels HPLC zugeführt. 
3.2.5.3 HPLC 
Die Messung des Histamingehaltes erfolgte unter folgenden Bedingungen: 
Tab. 6: HPLC-Bedingungen 
Stationäre Phase: 
Vorsäule: 
Trennsäule: 
 
14 x 4 mm, Nucleosil 120-7 C6 h5, Fa. Latek 
ET, 250 x 4 mm, Nucleosil 100-7 C6 h5, Fa. Macherey-Nagel 
Mobile Phase: 
Eluent A: 
Eluent B: 
 
25 mM NaH2PO4 in 5% Acetonitril 
25 mM NaH2PO4 in 50% Acetonitril 
Flow: 1,5 ml/min 
Temperatur: isotherm, 20°C 
Injektionsvolumen: 50 µl 
Detektion: 
Retentionszeit Histamin: 
Gesamtzeit des HPLC-Laufs (inkl. 
Re-Äquilibrierung der Säule): 
Fluoreszenzmessung: 
 
6,1 min 
 
14 min 
Excitation: 350 nm; Emission: 450 nm 
 
Die chromatographische Auftrennung erfolgte an einer Phenylphase auf dem Kieselgel Nuc-
leosil® unter Verwendung eines Fließmittelgradienten aus Natriumdihydrogenphosphat-
Puffer in 5 %-igem Acetonitril mit einem steigenden Gehalt des Lösungsmittels bis auf 50 % 
Acetonitril. Die hergestellten Eluenten wurden mittels eines Vakuumfiltrationsgerätes durch 
einen Membranfilter (0,2 µm) aus regenerierter Cellulose filtriert und im HPLC-System online 
entgast. Unter den gewählten Bedingungen wurde ein maximaler Druck von ca. 225 bar 
(100 % Eluent A) erreicht.  
Die Kalibrierung der Methode wurde mit Standardlösungen durchgeführt. Dazu wurde Hista-
min (Fa. Sigma, getrocknet) eingewogen, mit HBSS-Puffer gelöst und verdünnt. Aus vier 
Konzentrationsstufen (0,5 – 4,0 µg/ml) wurden nach der Extraktion und der Derivatisierung 
die Analysen durchgeführt. 
Die Chromatogramme der Kalibrierungen und der Proben wurden mit Hilfe der Software 
Chromgate® V3.1 der Fa. KNAUER (basierend auf EZChrom Elite®) aufgezeichnet und aus-
gewertet. 
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3.3 Statistik 
In allen Versuchen wurden Doppelbestimmungen durchgeführt. Die mathematische Aufarbei-
tung der Daten (Mittelwerte, Standardabweichungen) erfolgte mittels MS Office Excel 2003 
(Microsoft). Für die Durchführung aller statistischen Tests wurde das Programm SigmaStat 
3.5 (Systat Software GmbH) verwendet.  
Zunächst wurden die Daten auf Normalverteilung und Gleichheit der Varianzen geprüft. Wa-
ren eine Normalverteilung und/oder gleiche Varianzen nicht gegeben, wurden die Werte in 
Ränge transformiert und eine zweifaktorielle Varianzanalyse (TWO WAY ANOVA) durchge-
führt. Der Mittelwertvergleich erfolgte mittels Bonferroni-Test. Die Signifikanzgrenze wurde 
mit p < 0,01 angenommen. 
Für Werte unterhalb der Nachweisgrenze (u.N.), wie sie bei der FS-Bestimmung ermittelt 
wurden, wurde in den statistischen Tests jeweils der Wert 0,005 µg FAME angenommen 
(dies entspricht 1/10 der Nachweisgrenze). 
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4 Ergebnisse 
4.1 Einfluss der Fettsäuren-Supplementierung des Zellkultur-
Mediums auf das Wachstum und Überleben der C2 
Für die Erstellung von Wachstumskurven erfolgte eine jeweils 8-tägige Kultivierung der C2 in 
den entsprechend supplementierten Zellkulturmedien (DEH-LA, DEH-LE, DEH-AA, DEH-
EPA) sowie im Grundmedium (DEH). Nach 6 und 48 h sowie nach 4, 6, 7 und 8 d wurde mit-
tels des Vitalitätstests (siehe 3.2.1.1.3) die Anzahl lebender und toter Zellen bestimmt. Dabei 
konnten in den supplementierten Medien nach 8 d die höchsten Zahlen lebender Zellen er-
mittelt werden, im Grundmedium wurde die maximale Zellzahl nach 7 d erreicht. 
4.1.1 Einfluss der supplementierten Fettsäure auf das Wachstum der 
C2  
4.1.1.1 Einfluss der supplementierten Fettsäure auf das Wachstum der C2 im 
Grundmedium 
Nach einem nicht signifikanten kurzen Abfall der Zellzahl zum Zeitpunkt 6 h konnte nach 
48 h ein im Vergleich zu den Zeitpunkten 0 h und 6 h signifikanter Anstieg der Zahl lebender 
C2 verzeichnet werden. Im weiteren Verlauf kam es zu einem kontinuierlichen signifikanten 
Anstieg der Zahl lebender Zellen bis zum 7. Kultivierungstag (Abb. 6).  
Ergebnisse 
Seite 44 
0
1
2
3
4
5
6
7
0 2 4 6 8
Kultivierungsdauer in Tagen
Z
el
lz
ah
l (
 1
 x
 1
07
 )
lebende C2 im DEH
a
a
b
bc
c
d
d
 
Abb. 6: Anzahl der lebenden C2 im Verlauf der 8-tägigen Kultivierung im Grundmedium 
(DEH). MW ± SD, n = 7, unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen einen signifikanten 
Unterschied von p < 0,01. 
4.1.1.2 Einfluss der supplementierten Fettsäure auf das Wachstum der C2 im LA-
supplementierten Medium (DEH-LA) 
Wie auch in DEH kam es nach 6-stündigem Wachstum der C2 in DEH-LA zu einem nicht 
signifikanten Abfall der Zahl lebender C2. Ab dem 2. Tag war ein signifikanter Anstieg der 
Zellzahl bis zum Tag 6 zu verzeichnen. Im weiteren Verlauf zeigte der Anstieg keine statisti-
sche Signifikanz. Die maximale Zahl lebender C2 wurde am 8. Tag der Kultivierung bestimmt 
(Abb. 7).  
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Abb. 7: Anzahl der lebenden C2 im Verlauf einer 8-tägigen Kultivierung im Linolsäure-
supplementierten Medium (DEH-LA). Zum Vergleich Wachstum im DEH (MW ± SD, 
n = 7, unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen einen signifikanten Unterschied von 
p < 0,01). 
4.1.1.3 Einfluss der supplementierten Fettsäure auf das Wachstum der C2 im LE-
supplementierten Medium (DEH-LE) 
Nach einem kurzen nicht signifikanten Abfall der Lebendzellzahl nach 6 h war nach 48 h ein 
deutlicher signifikanter Anstieg zu verzeichnen, der sich bis zum Tag 7 kontinuierlich fortsetz-
te (Abb. 8).  
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Abb. 8: Anzahl der lebenden C2 im Verlauf einer 8-tägigen Kultivierung im Linolensäure-
supplementierten Medium (DEH-LE). Zum Vergleich Wachstum im DEH (MW ± SD, 
n = 7, unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen einen signifikanten Unterschied von 
p < 0,01). 
4.1.1.4 Einfluss der supplementierten Fettsäure auf das Wachstum der C2 im AA-
supplementierten Medium (DEH-AA) 
Wie schon in DEH sowie in den mit LA und LE supplementierten Medien folgte auf einen 
nicht signifikanten Abfall der Zahl lebender Zellen zum Zeitpunkt 6 h ein kontinuierlicher An-
stieg der Zellzahl (Abb. 9).  
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Abb. 9: Anzahl der lebenden C2 im Verlauf einer 8-tägigen Kultivierung im Arachidonsäure-
supplementierten Medium (DEH-AA). Zum Vergleich Wachstum im DEH (MW ± SD, 
n = 7, unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen einen signifikanten Unterschied von 
p < 0,01). 
4.1.1.5 Einfluss der supplementierten Fettsäure auf das Wachstum der C2 im EPA-
supplementierten Medium (DEH-EPA) 
Nach 6-stündiger Kultivierung war, wie in den anderen Medien auch, ein nicht signifikanter 
Abfall der Lebendzellzahl zu verzeichnen. Danach erfolgte ein kontinuierlicher Anstieg der 
Zahl lebender Zellen bis zum Tag 8 (Abb. 10). 
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Abb. 10: Anzahl der lebenden C2 im Verlauf einer 8-tägigen Kultivierung im Eicosapentaen-
säure-supplementierten Medium (DEH-EPA). Zum Vergleich Wachstum im DEH (MW ± 
SD, n = 7, unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen einen signifikanten Unterschied 
von p < 0,01). 
4.1.1.6 Einfluss der supplementierten Fettsäure auf die Anzahl toter Zellen 
Die Zahl toter C2 in DEH fiel bis zum 4. Kultivierungstag ab, um danach bis zum 8. Tag wie-
der kontinuierlich und signifikant anzusteigen. Die in DEH-LA kultivierten C2 zeigten im Ver-
lauf der Kultivierung zunächst einen signifikanten Abfall der Zahl abgestorbener Zellen vom 
Zeitpunkt 6 h zum Zeitpunkt 4 Tage. Danach erfolgte ein signifikanter Anstieg am 6. Kultivie-
rungstag; im weiteren Verlauf waren keine weiteren signifikanten Veränderungen mehr zu 
verzeichnen. In DEH-LE, DEH-AA und DEH-EPA veränderte sich die Zahl toter Zellen bis 
zum 4. Kultivierungstag nicht signifikant, stieg dann bis zum 6. Tag signifikant an und zeigte 
im weiteren Verlauf keine signifikanten Veränderungen mehr.  
4.1.2  Einfluss der Kultivierungsdauer auf das Wachstum der C2 
4.1.2.1  Einfluss der Kultivierungsdauer auf die Anzahl lebender Zellen 
Bei der Betrachtung der Zahl lebender Zellen in den verschiedenen Medien zu einem be-
stimmten Kultivierungszeitpunkt fiel auf, dass die Zusammensetzung des Mediums keinen 
signifikanten Einfluss auf die Zellzahl besaß.  
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4.1.2.2  Einfluss der Kultivierungsdauer auf die Anzahl toter Zellen 
Auf die Zahl toter Zellen hatte die Zusammensetzung des Mediums, mit einer Ausnahme, 
ebenfalls keinen Einfluss. Nach 7 d war die Zahl abgestorbener Zellen in DEH-LA signifikant 
niedriger als in DEH-AA und DEH-EPA.  
4.2 Einfluss der Fettsäuren-Supplementierung des Zellkul-
turmediums auf das Fettsäurenmuster der C2 
4.2.1 Einfluss der Kultivierungsdauer auf die Fettsäurenzusammenset-
zung der C2 
4.2.1.1 Einfluss der Kultivierungsdauer auf die im Grundmedium (DEH) kultivierten 
C2 
Die Kultivierung der C2 in DEH über 6 h, 48 h bzw. 6 d führte zu den im Folgenden aufge-
führten Veränderungen des n3- und n6-FS-Gehaltes der Zellen. 
Obwohl LA (C18:2n6) und LE (C18:3n3) in DEH in der gleichen Konzentration vorhanden 
waren, zeigte sich schon nach einer 6-stündigen Kultivierung ein deutlicher Konzentrations-
unterschied zwischen LA und LE sowie ihren jeweiligen Metaboliten. Die n6-FS lagen nach 
jedem der drei verschiedenen Kultivierungszeiträume in höheren Konzentrationen vor als die 
n3-FS. Die Gesamtkonzentration der n3-FS nahm bei längerer Kultivierung über 48 h oder 6 
d signifikant ab. Dasselbe galt für die einzelnen n3-FS ETA (C20:4n3), EPA (C20:5n3) und 
DHA (C22:6n3). Auch die Gesamt-n6-FS-Konzentration sowie die der einzelnen n6-FS nah-
men mit zunehmender Kultivierungsdauer ab. 
Die Gesamtkonzentration der n7-FS zeigte beim Vergleich der 6 h- und 48 h-Werte einen 
statistisch signifikanten Anstieg, veränderte sich im weiteren Verlauf der Kultivierung aber 
nicht mehr signifikant. Die Gesamtkonzentration der n9- und der gesättigten FS zeigte im 
zeitlichen Verlauf keine statistisch signifikanten Veränderungen (Tab. 7). 
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Tab. 7: Fettsäurenzusammensetzung der C2 nach Kultivierung im Grundmedium (DEH) über 
6 h, 48 h bzw. 6 d (n = 6; MW ± SD; FS-Menge in Gewichts-%; unterschiedliche Buchsta-
ben kennzeichnen signifikante Unterschiede von p < 0,01; u.N. = unterhalb der Nachweis-
grenze). 
Fettsäure DEH 
(FS) 6 h 48 h 6 d 
  % FS SD % FS SD % FS SD 
C18:3n3 u.N. - 0,02 0,01 u.N. - 
C18:4n3 u.N. - u.N. - u.N. - 
C20:4n3 0,20a 0,03 0,14b 0,03 0,12b 0,02 
C20:5n3 0,25a 0,02 0,18a 0,02 0,13b 0,02 
C22:6n3 0,52a 0,06 0,30b 0,03 0,28b 0,04 
Gesamt-n3 1,30a 0,08 0,80b 0,03 0,66b 0,04 
C18:2n6 1,18a 0,08 0,64b 0,08 0,66b 0,04 
C18:3n6 0,40a 0,02 0,11b 0,04 0,08b 0,02 
C20:3n6 0,86a 0,04 0,79b 0,03 0,59c 0,04 
C20:4n6 0,72a 0,04 0,40b 0,07 0,34b 0,06 
Gesamt-n6 3,22a 0,19 2,01b 0,15 1,72b 0,08 
Gesamt-n7 21,46a 0,47 26,95b 1,52 25,22ab 1,79 
Gesamt-n9 41,25 0,49 39,13 2,29 39,43 1,88 
Gesättigte FS 31,26 0,81 30,04 0,67 31,89 0,25 
 
4.2.1.2 Einfluss der Kultivierungsdauer auf die im LA-supplementierten Medium 
(DEH-LA) kultivierten C2 
Nach der Supplementierung des Zellkulturmediums mit LA (C18:2n6) kam es bei allen Ver-
tretern der n6-FS-Familie zu signifikanten Veränderungen ihres Gehaltes. Der Vergleich der 
FS-Konzentrationen am Ende der drei verschiedenen Kultivierungszeiträume ergab, dass 
der Gehalt an LA nach 6 h signifikant höher als nach 48 h war. Im Gegensatz dazu nahm die 
Konzentration der DHLA (C20:3n6) im Zeitraum von 6 h auf 48 h signifikant zu, während die 
AA (C20:4n6) hier keine signifikanten Konzentrationsänderungen zeigte. Im Zeitraum von 
48 h bis 6 d änderten sich die Gehalte der genannten n6-FS mit Ausnahme der AA nicht sig-
nifikant. Die AA-Konzentration nahm signifikant ab. Die Gesamtkonzentration der n6-FS war 
nach 6 h am höchsten und nahm dann signifikant ab. 
Während die Konzentration der n3-FS ETA (C20:4n3) und DHA (C22:6n3) sowie der n3-FS 
insgesamt im zeitlichen Verlauf signifikant abnahm, stieg die von EPA (C20:5n3) signifikant 
an. 
Die Gesamtkonzentration der n7-FS stieg zwischen 6 h und 48 h signifikant an, um sich im 
weiteren Verlauf nicht mehr signifikant zu verändern. Im Gegensatz dazu wurde die höchste 
Konzentration an n9-FS nach 6 h gemessen und fiel dann signifikant ab. Die Konzentration 
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der gesättigten FS zeigte im Verlauf der Kultivierung einen kontinuierlichen signifikanten An-
stieg (Tab. 8). 
Tab. 8: Fettsäurenzusammensetzung der C2 nach Kultivierung im Linolsäure-supplemen-
tierten Medium (DEH-LA) für 6 h, 48 h bzw. 6 d (n = 6; MW ± SD; FS-Menge in Gewichts-
%; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede von p < 0,01; u.N. 
= unterhalb der Nachweisgrenze). 
Fettsäure DEH-LA 
(FS) 6 h 48 h 6 d 
 % FS SD % FS SD % FS SD 
C18:3n3 0,05 0,00 0,01 0,02 u.N. - 
C18:4n3 u.N. - u.N. - u.N. - 
C20:4n3 0,2a 0,03 0,18ab 0,06 0,15b 0,02 
C20:5n3 0,14a 0,00 0,21b 0,03 0,23b 0,12 
C22:6n3 0,48a 0,07 0,44ab 0,10 0,40b 0,05 
Gesamt-n3 1,14a 0,06 1,11ab 0,14 0,99b 0,07 
C18:2n6 6,13a 0,71 1,85b 0,47 3,22ab 0,13 
C18:3n6 3,33 0,22 0,66 0,26 0,52 0,05 
C20:3n6 3,48a 0,06 7,32b 0,79 5,15ab 0,60 
C20:4n6 0,55a 0,01 0,62a 0,07 0,48b 0,02 
Gesamt-n6 13,61a 0,91 10,60ab 0,50 9,54b 0,75 
Gesamt-n7 17,43a 0,24 20,97b 0,58 20,30ab 1,11 
Gesamt-n9 38,52a 0,82 32,12b 0,96 31,00b 1,22 
Gesättigte FS 28,13a 0,09 34,27b 1,18 37,33c 2,31 
 
4.2.1.3 Einfluss der Kultivierungsdauer auf die im LE-supplementierten Medium 
(DEH-LE) kultivierten C2 
Nach der Supplementierung des Zellkulturmediums mit LE (C18:3n3) hatte die aus LE gebil-
dete ODT (C18:4n3) nach 6 h eine signifikant höhere Konzentration als nach 48 h und 6 d, 
während die durch Kettenverlängerung und Desaturierung aus ihr entstehenden Metabolite 
EPA (C20:5n3) und DHA (C22:6n3) nach 48 h und EPA auch nach 6 d in signifikant höherer 
Konzentration vorlagen als nach 6 h. Die Gesamtkonzentration der n3-FS sank im Verlaufe 
der Kultivierung, wobei die Unterschiede zwischen den Zeitpunkten 6 h und 48 h statistische 
Signifikanz besaßen. Der Gehalt an n6-FS nahm mit zunehmender Kultivierungsdauer eben-
falls ab.  
Die Gesamtkonzentrationen der n7-FS änderte sich im zeitlichen Verlauf nicht signfikant, 
während die der n9-FS signifikant abnahm und der Gehalt an gesättigten FS signifikant an-
stieg (Tab. 9). 
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Tab. 9:  Fettsäurenzusammensetzung der C2 nach Kultivierung im Linolensäure-supplemen-
tierten Medium (DEH-LE) über 6 h, 48 h bzw. 6 d (n = 6; MW ± SD; FS-Menge in Ge-
wichts-%; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede von 
p < 0,01; u.N. = unterhalb der Nachweisgrenze). 
Fettsäure DEH-LE 
(FS) 6 h 48 h 6 d 
  % FS SD % FS SD % FS SD 
C18:3n3 3,73 1,44 0,1 0,02 0,69 0,40 
C18:4n3 2,87a 0,46 0,06b 0,09 0,1b 0,04 
C20:4n3 3,44 0,70 6,63 0,70 6,34 0,44 
C20:5n3 0,22a 0,09 0,97b 0,11 0,7b 0,09 
C22:6n3 0,52a 0,07 0,65b 0,04 0,59ab 0,08 
Gesamt-n3 11,2a 1,09 9,41b 0,78 9,33b 0,77 
C18:2n6 1,28a 0,16 0,71b 0,07 0,86b 0,17 
C18:3n6 0,19a 0,03 0,15a 0,02 0,09b 0,01 
C20:3n6 0,69a 0,11 1,08b 0,11 0,68a 0,06 
C20:4n6 0,61a 0,08 0,64a 0,04 0,51b 0,04 
Gesamt-n6 2,82a 0,34 2,64a 0,11 2,20b 0,20 
Gesamt-n7 18,21 1,78 20,17 1,77 20,64 1,85 
Gesamt-n9 38,06a 2,35 32,77b 2,11 30,95b 2,32 
Gesättigte FS 28,63a 1,49 34,16b 0,52 36,21c 0,53 
 
4.2.1.4 Einfluss der Kultivierungsdauer auf die im AA-supplementierten Medium 
(DEH-AA) kultivierten C2 
Nach 6-stündiger Kultivierung in DEH-AA enthielten die C2 signifikant mehr n6-FS als nach 
48 h und wiesen nach 6 d den signifikant niedrigsten n6-FS-Gehalt auf. Die AA-
Konzentration verhielt sich entsprechend, die Veränderungen zeigten aber keine statistische 
Signifikanz. 
Auch die Gesamt-n3-Konzentration sowie die Konzentrationen der längerkettigen n3-FS (ab 
C20) sanken im Kultivierungsverlauf signifikant. 
Während sich die Gesamtkonzentration der n7-FS im Verlauf der Kultivierung nicht signifi-
kant veränderte, kam es bei den n9-FS zwischen 48 h und 6 d zu einem statistisch signifi-
kanten Konzentrationsanstieg. Auch die Gesamtkonzentration der gesättigten FS stieg im 
Vergleich zur sechsstündigen Kultivierung signifikant an (Tab. 10). 
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Tab. 10: Fettsäurenzusammensetzung der C2 nach Kultivierung im Arachidonsäure-
supplementierten Medium (DEH-AA) über 6 h, 48 h bzw. 6 d (n = 6; MW ± SD; FS-
Menge in Gewichts-%; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschie-
de von p < 0,01; u.N. = unterhalb der Nachweisgrenze). 
Fettsäure DEH-AA 
(FS) 6 h 48 h 6 d 
  % FS SD % FS SD % FS SD 
C18:3n3 0,01 0,02 0,01 0,01 u.N. - 
C18:4n3 u.N. - u.N. - u.N. - 
C20:4n3 0,19a 0,03 0,17a 0,01 0,11b 0,03 
C20:5n3 0,18a 0,03 0,21a 0,04 0,13b 0,02 
C22:6n3 0,5a 0,07 0,48a 0,04 0,36b  0,05 
Gesamt-n3 1,25a 0,17 1,09a 0,09 0,78b 0,15 
C18:2n6 1,05a 0,08 0,58b 0,05 0,37b 0,10 
C18:3n6 0,29a 0,02 0,14b 0,01 0,37c 0,02 
C20:3n6 1,4ab 0,27 1,76a 0,15 1,13b 0,15 
C20:4n6 11,62 0,66 6,71 0,36 5,19 2,27 
Gesamt-n6 15,52a 0,70 10,01b 0,55 7,36b 2,72 
Gesamt-n7 24,61 2,67 23,17 0,45 21,73 0,73 
Gesamt-n9 27,46a 1,91 29,79a 0,43 35,38b 3,79 
Gesättigte FS 30,12a 0,87 35,06b 0,58 33,87b 1,71 
 
4.2.1.5 Einfluss der Kultivierungsdauer auf die im EPA-supplementierten Medium 
(DEH-EPA) kultivierten C2 
Die Konzentration der Gesamt-n3-FS war nach 6-stündiger Kultivierung in DEH-EPA im Ver-
gleich zur 48-stündigen bzw. 6-tägigen Kultivierung signifikant erhöht. Die EPA-
Konzentration verhielt sich entsprechend, die Veränderungen zeigten aber keine statistische 
Signifikanz. Die LE-Konzentration war sehr gering und fiel vom Zeitpunkt 6 h zum Zeitpunkt 
48 h signifikant ab.  
Die Konzentrationen der LA und GLA nahmen im Verlauf der Kultivierung signifikant ab. Die 
Gesamt-n6-FS-Konzentration war nach 48 h höher als nach 6 h und fiel im weiteren Verlauf 
signifikant ab. 
Während sich die Gesamtkonzentration der n7-FS im zeitlichen Verlauf nicht signifikant ver-
änderte, nahm die der n9-FS zwischen 6 h und 48 h statistisch signifikant ab. Die gesättigten 
FS zeigten dagegen einen signifikanten Konzentrationsanstieg (Tab. 11). 
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Tab. 11: Fettsäurenzusammensetzung der C2 nach Kultivierung im Eicosapentaensäure-
supplementierten Medium (DEH-EPA) über 6 h, 48 h bzw. 6 d (n = 6; MW ± SD; FS-
Menge in Gewichts-%; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschie-
de von p < 0,01; u.N. = unterhalb der Nachweisgrenze). 
Fettsäure DEH-EPA 
(FS) 6 h 48 h 6 d 
  % FS SD % FS SD % FS SD 
C18:3n3 0,04a 0,01 0,01b 0,01 0,02ab 0,01 
C18:4n3 u.N. - 0,01 0,01 u.N. - 
C20:4n3 0,26 0,04 0,77 0,35 0,36 0,03 
C20:5n3 8,3 0,25 4,96 0,68 5,85 0,41 
C22:6n3 0,45a 0,02 0,95b 0,21 0,78b 0,13 
Gesamt-n3 11,8a 0,55 9,18b 0,88 9,26b 0,26 
C18:2n6 0,96a 0,05 0,74b 0,13 0,72b 0,04 
C18:3n6 0,14a 0,01 0,11a 0,02 0,07b 0,01 
C20:3n6 0,73a 0,04 1,03b 0,08 0,79a 0,03 
C20:4n6 0,59a 0,03 0,69b 0,06 0,58a 0,03 
Gesamt-n6 2,47ab 0,07 2,64b 0,16 2,24a 0,09 
Gesamt-n7 19,58 1,41 22,33 3,43 19,71 2,13 
Gesamt-n9 36,33a 1,53 30,37b 4,66 32,24b 2,50 
Gesättigte FS 28,53a 0,36 34,58b 0,97 35,69b 0,37 
 
4.2.2 Einfluss der supplementierten Fettsäure auf die Fettsäurenzu-
sammensetzung der C2  
4.2.2.1 Fettsäurenzusammensetzung der C2 nach Kultivierung über 6 h 
Nach 6-stündiger Kultivierung in FS-supplementiertem Medium enthielten die C2 die jeweils 
supplementierte FS in signifikant höheren Konzentrationen als C2, die in DEH oder in einem 
mit einer anderen FS supplementierten Medium kultiviert wurden. Die Supplementierung von 
LA bzw. LE führte außerdem zu einer im Vergleich zu den jeweils anderen Medien signifikan-
ten Konzentrationssteigerung ihrer Metabolite GLA und DHLA bzw. ODT und ETA in den C2, 
während die Konzentration ihrer Desaturierungsprodukte AA bzw. EPA und DHA sich nicht 
signifikant änderte oder sogar abnahm. Die Kultivierung der C2 in DEH-LE oder DEH-EPA 
führte in beiden Fällen zu einem signifikanten Anstieg der n3-FS-Gesamtkonzentration, wäh-
rend durch die Supplementierung des Mediums mit LA oder AA der n6-FS-Gehalt der C2 
signifikant anstieg (Tab. 12). 
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Tab. 12: Fettsäurenzusammensetzung der C2 nach 6-stündiger Kultivierung im Grundmedium 
(DEH) sowie im Linol- (DEH-LA), Linolen- (DEH-LE), Arachidon- (DEH-AA) bzw. Eico-
sapentaensäure- (DEH-EPA) supplementierten Medium (n = 6; MW ± SD; FS-Menge in 
Gewichts-%; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede von 
p < 0,01; u.N. = unterhalb der Nachweisgrenze). 
Fettsäure DEH DEH-LA DEH-LE DEH-AA DEH-EPA 
(FS) % FS SD % FS SD % FS SD % FS SD % FS SD 
C18:3n3 u.N. - 0,05 0,00 3,73 1,44 0,01 0,02 0,04 0,01 
C18:4n3 u.N. - u.N. - 2,87 0,46 u.N. - u.N. - 
C20:4n3 0,2a 0,03 0,2a 0,03 3,44b 0,70 0,19a 0,03 0,26a 0,04 
C20:5n3 0,25a 0,02 0,14b 0,00 0,22a 0,09 0,18ab 0,03 8,3c 0,25 
C22:6n3 0,52 0,06 0,48 0,07 0,52 0,07 0,5 0,07 0,45 0,02 
Gesamt-n3 1,3a 0,08 1,14a 0,06 11,2b 1,09 1,25a 0,17 11,8b 0,55 
C18:2n6 1,18ac 0,08 6,13b 0,71 1,28a 0,16 1,05ac 0,08 0,96c 0,05 
C18:3n6 0,4a 0,02 3,33b 0,22 0,19cd 0,03 0,29ac 0,02 0,14d 0,01 
C20:3n6 0,86a 0,04 3,48b 0,06 0,69c 0,11 1,4d 0,27 0,73c 0,04 
C20:4n6 0,72a 0,04 0,55b 0,01 0,61b 0,08 11,62c 0,66 0,59b 0,03 
Gesamt-n6 3,22a 0,19 13,61b 0,91 2,82a 0,34 15,52b 0,70 2,47c 0,07 
Gesamt-n7 21,46a 0,47 17,43b 0,24 18,21b 1,78 24,61a 2,67 19,58bc 1,41 
Gesamt-n9 41,25a 0,49 38,52ab 0,82 38,06ab 2,35 27,46c 1,91 36,33b 1,53 
Gesättigte 
FS 31,26a 0,81 28,13b 0,09 28,63bc 1,49 30,12ac 0,87 28,53bc 0,36 
 
4.2.2.2 Fettsäurenzusammensetzung der C2 nach Kultivierung über 48 h 
Nach 48-stündiger Kultivierung enthielten die im FS-supplementierte Medium kultivierten C2 
die jeweils supplementierte FS in signifikant höherer Konzentration als C2, die in DEH oder 
in einem mit einer anderen FS supplementierten Medium kultiviert wurden. In DEH-LA kulti-
vierte C2 enthielten signifikant höhere Konzentrationen der LA-Metabolite GLA und DHLA, 
aber nicht AA. Dasselbe galt für in DEH-LE kultivierte C2 und die entsprechenden LE-
Metabolite ETA, EPA und DHA und für die in DEH-EPA kultivierten C2 und das EPA-
Stoffwechselprodukt DHA. Die EPA-Konzentration sowie der Gehalt ihres Metaboliten DHA 
sind zwar, wie bereits erwähnt, in in DEH-EPA kultivierten C2 signifikant am höchsten, zei-
gen aber auch bei in DEH-LE kultivierten C2 signifikant höhere Werte als bei C2, die in DEH, 
DEH-LA oder DEH-AA gewachsen sind. In DEH-EPA kultivierte C2 weisen außerdem einen 
höheren Gehalt der EPA-Vorstufe ETA auf als C2, die in DEH, DEH-LA oder DEH-AA ge-
wachsen sind. Ähnlich verhält es sich bei den n6-FS. Bei in DEH-AA kultivierten C2 wurde 
ein signifikant höherer Gehalt der AA-Vorstufe DHLA gemessen als in C2, die in DEH, DEH-
LE oder DEH-EPA gewachsen sind (Tab. 13). 
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Tab. 13: Fettsäurenzusammensetzung der C2 nach 48-stündiger Kultivierung im Grund-
medium (DEH) sowie im Linol- (DEH-LA), Linolen- (DEH-LE), Arachidon- (DEH-AA) 
bzw. Eicosapentaensäure- (DEH-EPA) supplementierten Medium (n = 6; MW ± SD; FS-
Menge in Gewichts-%; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschie-
de von p < 0,01; u.N. = unterhalb der Nachweisgrenze). 
Fettsäure DEH DEH-LA DEH-LE DEH-AA DEH-EPA 
(FS) % FS SD % FS SD % FS SD % FS SD % FS SD 
C18:3n3 0,02a 0,01 0,01a 0,02 0,1b 0,02 0,01a 0,01 0,01a 0,01 
C18:4n3 u.N. - u.N. - 0,06 0,09 u.N. - 0,01 0,01 
C20:4n3 0,14a 0,03 0,18a 0,06 6,63b 0,70 0,17a 0,01 0,77b 0,35 
C20:5n3 0,18a 0,02 0,21a 0,03 0,97b 0,11 0,21a 0,04 4,96b 0,68 
C22:6n3 0,3a 0,03 0,44b 0,10 0,65c 0,04 0,48b 0,04 0,95c 0,21 
Gesamt-n3 0,8a 0,03 1,11b 0,14 9,41c 0,78 1,09b 0,09 9,18c 0,88 
C18:2n6 0,64ac 0,08 1,85b 0,47 0,71a 0,07 0,58c 0,05 0,74a 0,13 
C18:3n6 0,11a 0,04 0,66b 0,26 0,15c 0,02 0,14cd 0,01 0,11ad 0,02 
C20:3n6 0,79a 0,03 7,32b 0,79 1,08c 0,11 1,76 d 0,15 1,03c 0,08 
C20:4n6 0,40a 0,07 0,62b 0,07 0,64b 0,04 6,71c 0,36 0,69b 0,06 
Gesamt-n6 2,01a 0,15 10,6b 0,50 2,64c 0,11 10,01b 0,55 2,64c 0,16 
Gesamt-n7 26,95a 1,52 20,97bc 0,58 20,17c 1,77 23,17ab 0,45 22,33bc 3,43 
Gesamt-n9 39,13a 2,29 32,12b 0,96 32,77b 2,11 29,79b 0,43 30,37b 4,66 
Gesättigte 
FS 30,04a 0,67 34,27b 1,18 34,16b 0,52 35,06b 0,58 34,58b 0,97 
 
4.2.2.3 Fettsäurenzusammensetzung der C2 nach Kultivierung über 6 d 
Für die 6-tägige Kultivierung gilt, dass die C2 die jeweils supplementierte FS in signifikant 
höheren Konzentrationen enthielten als C2, die in DEH oder in einem mit einer anderen FS 
supplementierten Medium kultiviert wurden. Auch die Metabolite der supplementierten FS 
waren bei im entsprechenden Medium gewachsenen C2 in signifikant höherer Konzentration 
vorhanden. Die Supplementierung von LE und EPA führte zu einem signifikanten Anstieg 
des n3-, die von LA und AA zu einer signifikanten Steigerung des n6-FS-Gehaltes der C2 
(Tab. 14). 
Ergebnisse 
Seite 57 
Tab. 14: Fettsäurenzusammensetzung der C2 nach 6-tägiger Kultivierung im Grundmedium 
(DEH) sowie im Linol- (DEH-LA), Linolen- (DEH-LE), Arachidon- (DEH-AA) bzw. Eico-
sapentaensäure- (DEH-EPA) supplementierten Medium (n = 6; MW ± SD; FS-Menge in 
Gewichts-%; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede von 
p < 0,01; u.N. = unterhalb der Nachweisgrenze). 
Fettsäure DEH DEH-LA DEH-LE DEH-AA DEH-EPA 
(FS) % FS SD % FS SD % FS SD % FS SD % FS SD 
C18:3n3 u.N. - u.N. - 0,69 0,40 u.N. - 0,02 0,01 
C18:4n3 u.N. - u.N. - 0,1 0,04 u.N. - u.N. - 
C20:4n3 0,12a 0,02 0,15a 0,02 6,34b 0,44 0,11a 0,03 0,36c 0,03 
C20:5n3 0,13a 0,02 0,23b 0,12 0,7c 0,09 0,13a 0,02 5,85cd 0,41 
C22:6n3 0,28a 0,04 0,4a 0,05 0,59b 0,08 0,36a 0,05 0,78b 0,13 
Gesamt-n3 0,66a 0,04 0,99b 0,07 9,33c 0,77 0,78ab 0,15 9,26c 0,26 
C18:2n6 0,66a 0,04 3,22b 0,13 0,86c 0,17 0,37d 0,10 0,72ac 0,04 
C18:3n6 0,08a 0,02 0,52b 0,05 0,09a 0,01 0,37a 0,02 0,07a 0,01 
C20:3n6 0,59a 0,04 5,15b 0,60 0,68a 0,06 1,13d 0,15 0,79e 0,03 
C20:4n6 0,34a 0,06 0,48a 0,02 0,51ac 0,04 5,19b 2,27 0,58c 0,03 
Gesamt-n6 1,72a 0,08 9,54b 0,75 2,2c 0,20 7,36b 2,72 2,24c 0,09 
Gesamt-n7 25,22a 1,79 20,3b 1,11 20,64b 1,85 21,73ab 0,73 19,71b 2,13 
Gesamt-n9 39,43a 1,88 31,00bc 1,22 30,95b 2,32 35,38ac 3,79 32,24bc 2,50 
Gesättigte 
FS 31,89a 0,25 37,33b 2,31 36,21b 0,53 33,87cd 1,71 35,69bd 0,37 
 
4.3 Einfluss der Fettsäuren-Supplementierung des Zellkul-
turmediums auf die Histaminfreisetzung der C2 
4.3.1 Einfluss der supplementierten Fettsäure auf die Histaminfreiset-
zung der C2  
4.3.1.1 6-stündige Kultivierung 
Nach 6-stündiger Kultivierung konnten keine signifikanten Unterschiede in der Histaminfrei-
setzung der unstimulierten C2 festgestellt werden. 
Die in DEH-LE kultivierten C2 setzten nach Mastoparan-Stimulation signifikant mehr Hista-
min frei als alle anderen Zellen, deren Histaminfreisetzung sich wiederum nicht signifikant 
voneinander unterschied (Abb. 11). 
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Abb. 11: Histaminfreisetzung der unstimulierten und Mastoparan-stimulierten C2 nach 6-
stündiger Kultivierung im Grundmedium (DEH) sowie im Linol- (LA), Linolen- (LE), 
Arachidon- (AA) bzw. Eicosapentaensäure- (EPA) supplementierten Medium (MW ± 
SD, n = 8; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede von 
p < 0,01). 
4.3.1.2 48-stündige Kultivierung  
Die Histaminfreisetzung der unstimulierten C2 war nach der Kultivierung in DEH und DEH-
LA signifikant höher als nach der Kultivierung der Zellen in DEH-LE oder DEH-AA. 
Nach 48-stündiger Kultivierung der C2 in DEH-AA setzten die Zellen nach Mastoparan-
Stimulation signifikant weniger Histamin frei als nach ihrer Kultivierung in DEH-LA, DEH-LE 
bzw. DEH. Die Histaminfreisetzung nach der Kultivierung in DEH-LA war beim Vergleich der 
verschiedenen Medien am höchsten (Abb. 12).  
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Abb. 12: Histaminfreisetzung der unstimulierten und Mastoparan-stimulierten C2 nach 48-
stündiger Kultivierung im Grundmedium (DEH) sowie im Linol- (LA), Linolen- (LE), 
Arachidon- (AA) bzw. Eicosapentaensäure- (EPA) supplementierten Medium (MW ± 
SD, n = 8; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede von 
p < 0,01). 
4.3.1.3 6-tägige Kultivierung  
Die Histaminfreisetzung der unstimulierten C2 zeigte beim Vergleich der unterschiedlichen 
Medien keine signifikanten Unterschiede. 
Nach der 6-tägigen Kultivierung der C2 in DEH oder DEH-AA bzw. DEH-EPA setzten die 
Zellen nach Mastoparan-Stimulation signifikant mehr Histamin frei als die in DEH-LA oder 
DEH-LE kultivierten C2. Die in DEH-LA und DEH-LE kultivierten C2 setzten die signifikant 
geringste Histaminmenge frei (Abb. 13).  
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Abb. 13: Histaminfreisetzung der unstimulierten und Mastoparan-stimulierten C2 nach 6-
tägiger Kultivierung im Grundmedium (DEH) sowie im Linol- (LA), Linolen- (LE), Ara-
chidon- (AA) bzw. Eicosapentaensäure- (EPA) supplementierten Medium (MW ± SD, 
n = 8; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede von p < 0,01). 
4.3.2 Einfluss der Kultivierungsdauer auf die Histaminfreisetzung der 
C2  
4.3.2.1 Histaminfreisetzung bei unstimulierten C2 
Bei unstimulierten C2 hatte die Kultivierungsdauer auf die Histaminfreisetzung der in DEH 
und DEH-LA kultivierten Zellen keinen Einfluss. Die C2, die in DEH-LE kultiviert wurden, 
setzten nach 6 h das meiste und signifikant mehr Histamin frei als nach 48 h, wo die Hista-
minfreisetzung beim Vergleich der drei Kultivierungszeiträume am niedrigsten war. Nach 48-
stündiger Kultivierung in DEH-AA setzten die Zellen signifikant weniger Histamin frei als nach 
6-stündiger oder 6-tägiger Kultivierung. Die in DEH-EPA kultivierten C2 wiesen nach 6 h die 
höchste Histaminfreisetzung auf. Sie war im Vergleich zur Kultivierung über 48 h oder 6 d 
signifikant erhöht (Tab. 15). 
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Tab. 15: Histaminfreisetzung der unstimulierten C2 nach Kultivierung im Grundmedium (DEH) 
sowie im LA- (DEH-LA), LE- (DEH-LE), AA- (DEH-AA) und EPA- (DEH-EPA) supple-
mentierten Medium über 6 h, 48 h bzw. 6 d (n = 8; HF = freigesetzte Histaminmenge in % 
des Gesamthistamingehaltes; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Un-
terschiede von p < 0,01). 
Medium Dauer der Kultivierung 
 6 h 48 h 6 d 
 HF in % SD HF in % SD HF in % SD 
DEH 7,19 0,42 6,79 0,96 8,05 1,67 
DEH-LA 6,71 0,64 7,07 2,98 5,79 2,01 
DEH-LE 6,58a 0,72 4,00b 1,11 5,68ab 2,20 
DEH-AA 6,79a 1,57 3,96b 1,04 6,67a 1,05 
DEH-EPA 8,40a 0,88 4,73b 0,66 6,07b 0,49 
 
4.3.2.2 Histaminfreisetzung der C2 nach Mastoparan-Stimulation 
Nach der Kultivierung in DEH setzten die C2 nach 6 h signifikant weniger Histamin frei als 
nach 48 h oder 6 d, wobei die Histaminausschüttung nach 48 h am höchsten war. Die His-
taminausschüttung der in DEH-LA kultivierten C2 war nach 48 h ebenfalls signifikant höher 
als nach 6 h oder 6 d. Die in DEH-LE kultivierten C2 zeigten nach 6 d im Vergleich zur Kulti-
vierung über 6 h und 48 h eine signifikant verminderte Histaminausschüttung, während die 
C2, die in DEH-AA kultiviert wurden, nach 6 d signifikant mehr Histamin freisetzten als nach 
6 h oder 48 h. Dasselbe galt für in DEH-EPA kultivierten C2 (Tab. 16). 
Tab. 16: Histaminfreisetzung der Mastoparan-stimulierten C2 nach Kultivierung im Grundme-
dium (DEH) sowie im LA- (DEH-LA), LE- (DEH-LE), AA- (DEH-AA) und EPA- (DEH-EPA) 
supplementierten Medium über 6 h, 48 h bzw. 6 d (n = 8; HF = freigesetzte Histamin-
menge in % des Gesamthistamingehaltes; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen sig-
nifikante Unterschiede von p < 0,01). 
Medium Dauer der Kultivierung 
 6 h 48 h 6 d 
 HF in % SD HF in % SD HF in % SD 
DEH 24,55a 1,69 40,29b 2,73 35,18b 5,08 
DEH-LA 28,74a 2,34 46,47b 6,64 28,47a 1,85 
DEH-LE 32,54a 3,97 34,93a 2,49 26,30b 2,11 
DEH-AA 25,99a 3,94 28,91a 6,58 46,71b 10,75 
DEH-EPA 24,11a 4,38 32,88b 2,20 44,03c 8,29 
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4.4 Einfluss der Fettsäuren-Supplementierung des Zellkul-
turmediums auf die cPLA2-Aktivität in den C2 
4.4.1 Einfluss der supplementierten Fettsäure auf die cPLA2-Aktivität in 
den C2 
4.4.1.1 6-stündige Kultivierung 
Es traten keine signifikanten Unterschiede in der cPLA2-Aktivität der unstimulierten C2 in den 
unterschiedlichen Medien auf. 
Nach Mastoparan-Stimulation war die cPLA2-Aktivität in den C2, die in DEH-LE kultiviert 
wurden, signifikant niedriger als in den Zellen, die in DEH-LA kultiviert wurden. Die in den mit 
den n6-FS LA und AA supplementierten Medien kultivierten Zellen zeigten nach Stimulation 
höhere Enzymaktivitäten als die in DEH und den mit den n3-FS LE und EPA supplementier-
ten Medien kultivierten Zellen (Abb. 14). 
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Abb. 14: Aktivität der cPLA2 nach 6-stündiger Kultivierung der C2 im Grundmedium (DEH) 
sowie im Linol- (LA), Linolen- (LE), Arachidon- (AA) bzw. Eicosapentaensäure- (EPA) 
supplementierten Medium (MW ± SD, n = 6, unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen 
signifikante Unterschiede von p < 0,01). 
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4.4.1.2 48-stündige Kultivierung  
Sowohl die cPLA2-Enzymaktivitäten der unstimulierten als auch der Mastoparan-stimulierten 
C2 unterschieden sich nach 48-stündiger Kultivierung in den verschiedenen Medien nicht 
signifikant voneinander (Abb. 15).  
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Abb. 15: Aktivität der cPLA2 nach 48-stündiger Kultivierung der C2 im Grundmedium (DEH) 
sowie im Linol- (LA), Linolen- (LE), Arachidon- (AA) bzw. Eicosapentaensäure- (EPA) 
supplementierten Medium (MW ± SD, n = 6, unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen 
signifikante Unterschiede von p < 0,01). 
4.4.1.3 6-tägige Kultivierung  
In den unstimulierten C2 war die cPLA2-Aktivität nach Kultivierung in DEH signifikant höher 
als in den FS-supplementierten Medien. 
Nach der Kultivierung der C2 über 6 d unterschieden sich die Enzymaktivitäten der cPLA2 in 
den Mastoparan-stimulierten Zellen nicht signifikant voneinander (Abb. 16).  
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Abb. 16: Aktivität der cPLA2 nach 6-tägiger Kultivierung der C2 im Grundmedium (DEH) sowie 
im Linol- (LA), Linolen- (LE), Arachidon- (AA) bzw. Eicosapentaensäure- (EPA) 
supplementierten Medium (MW ± SD, n = 6, unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen 
signifikante Unterschiede von p < 0,01). 
4.4.2 Einfluss der Kultivierungsdauer auf die cPLA2-Aktivität in den C2 
4.4.2.1 Einfluss der Kultivierungsdauer auf die cPLA2-Aktivität in den unstimulierten 
C2 
Die cPLA2-Aktivität der unstimulierten C2 war nach 6-stündiger Kultivierung in DEH signifi-
kant niedriger als nach der Kultivierung über 48 h bzw. 6 d. Die in DEH-LA kultivierten C2 
wiesen nach 6 d die niedrigste cPLA2-Aktivität auf. Sie war im Vergleich zur 6- und 48-
stündigen Kultivierung signifikant vermindert. Auf die cPLA2-Aktivität der in DEH-LE und 
DEH-EPA kultivierten C2 hatte die Kultivierungsdauer keinen signifikanten Einfluss. Die Akti-
vität der cPLA2 war nach 6-tägiger Kultivierung in DEH-AA signifikant niedriger als nach 6 h 
oder 48 h (Tab. 17). 
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Tab. 17: cPLA2-Aktivität der unstimulierten C2 nach Kultivierung im Grundmedium (DEH) so-
wie im Linol- (DEH-LA), Linolen- (DEH-LE), Arachidon- (DEH-AA) bzw. Eicosapen-
taensäure- (DEH-EPA) supplementierten Medium über 6 h, 48 h bzw. 6 d (n = 6; [3H]AA 
-Fr. = freigesetzte Menge [3H]-markierter Arachidonsäure ([3H]AA) in % des Gesamt-3[H]-
AA- Gehaltes; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede von 
p < 0,01). 
Medium Dauer der Kultivierung 
 6 h 48 h 6 d 
 [3H]AA -Fr. in % SD [3H]AA -Fr. in % SD [3H]AA -Fr. in % SD 
DEH 1,73a 0,50 2,60b 0,37 3,27b 0,49 
DEH-LA 2,23a 0,62 2,23a 0,41 1,50b 0,15 
DEH-LE 2,10 0,39 2,32 0,48 1,98 0,37 
DEH-AA 2,73a 1,03 2,25a 0,33 1,60b 0,25 
DEH-EPA 2,12 0,44 2,47 0,33 1,90 0,28 
 
4.4.2.2 Einfluss der Kultivierungsdauer auf die cPLA2-Aktivität in den Mastoparan- 
stimulierten C2 
Nach 48-stündiger Kultivierung der C2 in DEH wurde eine signifikant geringere cPLA2-
Aktivität gemessen als nach Kultivierung der Zellen im gleichen Medium über 6 d. Auf die 
cPLA2-Aktivität der in DEH-LA, DEH-AA und DEH-EPA kultivierten C2 hatte die Kultivie-
rungsdauer keinen signifikanten Einfluss. Nach der Kultivierung der Zellen in DEH-LE wurde 
die niedrigste Enzymaktivität nach 6 h und die höchste nach 48 h gemessen, wobei die Un-
terschiede beim Vergleich beider Kultivierungszeiträume signifikant waren (Tab. 18). 
Tab. 18: cPLA2-Aktivität der Mastoparan-stimulierten C2 nach Kultivierung im Grundmedium 
(DEH) sowie im Linol- (DEH-LA), Linolen- (DEH-LE), Arachidon- (DEH-AA) bzw. Eico-
sapentaensäure- (DEH-EPA) supplementierten Medium über 6 h, 48 h bzw. 6 d (n = 6; 
[3H]AA -Fr. = freigesetzte Menge [3H]-markierter Arachidonsäure ([3H]AA) in % des Gesamt-
3[H]-AA- Gehaltes; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede 
von p < 0,01). 
Medium Dauer der Kultivierung 
 6 h 48 h 6 d 
 [3H]AA -Fr. in % SD [3H]AA -Fr. in % SD [3H]AA -Fr. in % SD 
DEH 20,72ab 6,29 14,90a 3,77 23,22b 3,62 
DEH-LA 24,58 3,88 20,47 5,75 21,05 1,92 
DEH-LE 13,72a 1,86 22,30b 2,94 16,68ab 4,76 
DEH-AA 23,12 7,64 20,98 5,40 19,45 3,33 
DEH-EPA 17,13 4,60 20,88 5,21 17,95 2,77 
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4.5 Einfluss der Fettsäuren-Supplementierung des Zellkul-
turmediums auf die Expression der cPLA2 in C2 
4.5.1 Einfluss der supplementierten Fettsäure auf die Expression der 
cPLA2 in C2 
Nach 6-stündiger Kultivierung exprimierten die C2, die in DEH-AA kultiviert wurden, signifi-
kant mehr cPLA2 als die in DEH, DEH-LA und DEH-EPA kultivierten Zellen. Die cPLA2-
Expression war in den in DEH wachsenden C2 am niedrigsten, wobei die Unterschiede im 
Vergleich zu den in DEH-LE, DEH-AA und DEH-EPA wachsenden Zellen statistische Signifi-
kanz aufwiesen.  
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Abb. 17: cPLA2-Expression nach 6-stündiger, 48-stündiger und 6-tägiger Kultivierung der C2 
im Grundmedium (DEH) sowie im Linol- (LA), Linolen- (LE), Arachidon- (AA) bzw. Ei-
cosapentaensäure- (EPA) supplementierten Medium (MW ± SD, n = 8, unterschiedliche 
Buchstaben innerhalb ein und desselben Kultivierungszeitraumes kennzeichnen signifikante 
Unterschiede von p < 0,01). 
Auch nach der Kultivierung der Zellen über 48 h exprimierten die in DEH-AA kultivierten Zel-
len signifikant mehr cPLA2 als die in DEH und DEH-LA gezüchteten C2. Der Unterschied zu 
den in DEH-EPA gewachsenen Zellen war im Gegensatz zur 6-stündigen Kultivierung nicht 
signifikant. Die in DEH kultivierten Zellen zeigten wiederum die geringste cPLA2-Expression, 
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wobei diese im Vergleich zu den in DEH-LE, DEH-AA und DEH-EPA gezüchteten C2 signifi-
kant vermindert war. 
Nach 6-tägiger Kultivierung zeigten die in DEH-AA und DEH-EPA kultivierten Zellen eine 
signifikant geringere cPLA2-Expression als die in DEH, DEH-LA und DEH-LE kultivierten 
Zellen (Abb. 17). 
4.5.2 Einfluss der Kultivierungsdauer auf die cPLA2-Expression in C2 
Die in DEH und DEH-LA kultivierten C2 zeigten nach 6-stündiger Kultivierung eine signifikant 
geringere cPLA2-Expression als nach 48 h und 6 d, wobei zwischen der 48-stündigen und 6-
tägigen Kulturdauer keine signifikanten Unterschiede in der Höhe der Expression gemessen 
wurden. 
Die in DEH-LE, DEH-AA und DEH-EPA kultivierten C2 wiesen nach der Kultivierung über 
48 h die höchste cPLA2-Expression auf. Sie war signifikant höher als nach dem 6 h und 6 d 
dauernden Wachstum in diesen Medien. Bei den in DEH-AA gewachsenen Zellen war auch 
der Unterschied in der Höhe der Expression zwischen 6-tägiger und 6-stündiger Kultivierung 
signifikant (Tab. 19). 
Tab. 19: cPLA2-Expression in C2 nach Kultivierung im Grundmedium (DEH) sowie im Linol- 
(DEH-LA), Linolen- (DEH-LE), Arachidon- (DEH-AA) bzw. Eicosapentaensäure- (DEH-
EPA) supplementierten Medium über 6 h, 48 h bzw. 6 d (n = 8; Expr. in % = cPLA2-
Expression prozentual zur GAPDH-Expression; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen 
signifikante Unterschiede von p < 0,01). 
Medium Dauer der Kultivierung 
 6 h 48 h 6 d 
 Expr. in % SD Expr. in % SD Expr. in % SD 
DEH 32,15a 6,46 88,49b 10,54 85,68b 13,96 
DEH-LA 43,19a 11,27 96,97b 13,15 104,67b 16,22 
DEH-LE 71,68a 15,42 136,74b 42,52 92,02a 28,54 
DEH-AA 96,44a 29,40 230,57b 32,43 36,91c 6,42 
DEH-EPA 58,87a 15,03 192,29b 36,29 42,74a 7,18 
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Abb. 18: Western Blot der cPLA2 aus C2 (n = 8, Normalisierung gegen GAPDH). 
4.6 Einfluss der Fettsäuren-Supplementierung des Zellkul-
turmediums auf die Expression von PPARγ in C2 
4.6.1 Einfluss der supplementierten Fettsäure auf die Expression von 
PPARγ in C2 
Nach 6-stündiger Kultivierung der C2 in DEH-AA und DEH-EPA zeigten die Zellen eine im 
Vergleich zu in DEH, DEH-LA und DEH-LE kultivierten C2 signifikant verminderte PPARγ-
Expression. Der Vergleich der Expressionshöhe der in DEH-AA und in DEH-EPA kultivierten 
C2 bzw. der im DEH, in DEH-LA und in DEH-LE kultivierten C2 erbrachte keine signifikanten 
Unterschiede. 
Ein ähnliches Bild ergab sich bei der Messung der PPARγ-Expression nach 48-stündiger 
Kultur. Auch hier war die Expression in den in DEH-AA und DEH-EPA kultivierten Zellen im 
Vergleich zu den in DEH und in DEH-LA und DEH-LE gewachsenen Zellen signifikant er-
niedrigt. Die in DEH kultivierten C2 zeigten die im Vergleich höchste PPARγ-Expression. Sie 
war auch signifikant höher als die der in DEH-LE gezüchteten Zellen. Dagegen war der Un-
terschied zur Höhe der PPARγ-Expression der LA-supplementierten C2 nicht signifikant. 
Nach 6-tägiger Kultivierungsdauer zeigten die in DEH-LA und DEH-LE gezüchteten C2 eine 
signifikant geringere PPARγ-Expression als die in DEH-AA oder DEH-EPA kultivierten Zel-
len. Die Expressionsunterschiede zwischen den in DEH-LA und DEH-LE kultivierten C2 wa-
ren nicht statistisch signifikant, während die EPA-supplementierten Zellen signifikant mehr 
PPARγ exprimierten als die AA-supplementierten C2 (Abb. 19). 
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Abb. 19: PPARγ-Expression nach 6-stündiger, 48-stündiger und 6-tägiger Kultivierung der C2 
im Grundmedium (DEH) sowie im Linol- (LA), Linolen- (LE), Arachidon- (AA) bzw. Ei-
cosapentaensäure- (EPA) supplementierten Medium (MW ± SD, n = 8, unterschiedliche 
Buchstaben innerhalb ein und desselben Kultivierungszeitraumes kennzeichnen signifikante 
Unterschiede von p < 0,01). 
4.6.2 Einfluss der Kultivierungsdauer auf die Expression von PPARγ in 
C2 
Für die in DEH sowie DEH-LA bzw. DEH-LE kultivierten C2 galt jeweils, dass die niedrigste 
PPARγ-Expression nach 6 d gemessen wurde. Sie war signifikant niedriger als die nach 6 h 
und 48 h. Die Expressionsunterschiede zwischen den Messzeitpunkten 6 h und 48 h besa-
ßen im Gegensatz dazu keine statistische Signifikanz. 
Die in DEH-AA und DEH-EPA gezüchteten C2 exprimierten dagegen nach 6 d signifikant 
höhere PPARγ-Spiegel als nach 6 h und 48 h. Die Expressionsunterschiede zwischen den 
für 6 h und 48 h kultivierten C2 waren nicht signifikant (Tab. 20). 
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Tab. 20: PPARγ-Expression in C2 nach Kultivierung im Grundmedium (DEH) sowie im Linol- 
(DEH-LA), Linolen- (DEH-LE), Arachidon- (DEH-AA) und Eicosapentaensäure- (DEH-
EPA) supplementierten Medium über 6 h, 48 h bzw. 6 d (n = 8; Expr. in % = PPARγ-
Expression prozentual zur GAPDH-Expression; unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen 
signifikante Unterschiede von p < 0,01). 
Medium Dauer der Kultivierung 
 6 h 48 h 6 d 
 Expr. in % SD Expr. in % SD Expr. in % SD 
DEH 42,63a 9,21 64,94a 15,88 32,16b 6,36 
DEH-LA 35,30a 9,11 42,23a 7,26 22,78b 4,54 
DEH-LE 39,31a 7,35 35,15a 4,76 24,91b 7,49 
DEH-AA 16,69a 1,32 10,28a 1,52 36,91b 6,42 
DEH-EPA 12,41a 2,69 9,63a 2,22 42,74b 7,18 
 
 
Abb. 20: Western Blot des PPARγ aus C2 (n = 8, Normalisierung gegen GAPDH). 
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5 Diskussion 
Die CAD zählt zu den am häufigsten diagnostizierten Hauterkrankungen in der tierärztlichen 
Praxis. Von entscheidender Bedeutung für die Ausprägung der typischen klinischen Sym-
ptome ist dabei die Aktivierung von MZ, die die schnelle Freisetzung zahlreicher Verbindun-
gen wie Histamin oder Serotonin zur Folge hat. 
Im Rahmen klinischer Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass der diätetische Zusatz 
von PUFA zu einer Verbesserung der klinischen Symptome bei humanen und caninen Atopi-
kern führt (ABBA et al. 2005; CALLAWAY et al. 2005; ERIKSEN und KARE 2006; MUELLER 
et al. 2004; SAEVIK et al. 2004). Dabei scheinen besonders die n3- bzw. n6-FS LE 
(C18:3n3) bzw. LA (C18:2n6) sowie ihre längerkettigen Metabolite einen positiven Effekt zu 
haben. 
Welche Pathomechanismen den Hautveränderungen caniner Atopiker zugrunde liegen, ist 
bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht eindeutig geklärt. In früheren vergleichenden Untersu-
chungen zum Wasser- und Lipidgehalt der Haut gesunder und atopischer Hunde konnten 
keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (CHESNEY 1995). Eine spätere Studie 
konnte aber eine Unterbrechung der epidermalen Lipidbarriere in der Haut atopischer Hunde 
aufzeigen (INMAN et al. 2001). Untersuchungen des FS-Musters des Blutplasmas von an 
CAD erkrankten Hunden führten zu dem Schluss, dass ein veränderter Stoffwechsel von n3- 
und n6-PUFA für das Krankheitsbild von Bedeutung zu sein scheint, wobei die verschiede-
nen Studien zu diesem Thema zu z.T. unterschiedlichen Ergebnissen kamen. Während eine 
unveröffentlichte Studie einen ∆6-Desaturasemangel mit daraus resultierendem veränderten 
FS-Stoffwechsel als mögliche Ursache nennt (OLIVRY und HILL 2001), führten andere Un-
tersuchungen eher zu der Hypothese, dass ein abnormaler DHLA-Stoffwechsel infolge ver-
minderter ∆5-Desaturase-Aktivität als Ursache der Veränderungen anzusehen ist (SCOTT et 
al. 1997; TAUGBOL et al. 1998). In einer späteren Studie konnte die Hypothese einer gestör-
ten FS-Umwandlung als pathogenetischer Faktor im Rahmen der CAD aber nicht bestätigt 
werden, da bei der Untersuchung des Plasma-FS-Musters keine signifikanten Unterschiede 
zwischen atopischen und gesunden Hunden gefunden werden konnten (SAEVIK et al. 
2002). Vergleichende Untersuchungen des FS-Musters der Erythrozytenmembranen gesun-
der und an CAD erkrankter Hunde wiederum lassen auf eine verminderte Aktivität sowohl 
der ∆5- als auch der ∆6-Desaturase schließen (FUHRMANN et al. 2006). 
Auch die Mechanismen, über die die positiven Effekte der PUFA auf das klinische Bild aller-
gischer Erkrankungen vermittelt werden, sind bis heute noch nicht eindeutig identifiziert. Im 
Rahmen entzündlicher Erkrankungen wie der CAD wird der erfolgreiche therapeutische Ein-
satz von FS u.a. auf deren Fähigkeit zur Modulation der Funktion und Aktivität von Entzün-
dungs- und Immunzellen zurückgeführt. Zahlreiche Immunparameter werden als Angriffs-
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punkte dieser Immunmodulation diskutiert, wie z.B. die Proliferation der Lymphozyten, die 
Synthese von Zytokinen und die Phagozytoseleistung. Einen weiteren möglichen Angriffs-
punkt stellt die Zellmembran dar. So hat die externe Zufuhr essentieller FS eine Veränderung 
der Zusammensetzung zellulärer Membranen zur Folge (GUECK et al. 2003; LADHA et al. 
1993; LI et al. 2006; PARK und AHMED 1992). Dies führt über die funktionelle Modulation 
membranständiger Rezeptoren und Signalmoleküle zu einer Beeinflussung der Signaltrans-
duktion. Eine wichtige Rolle scheinen dabei die so genannten Lipid Rafts zu spielen. In die-
sen Cholesterol-, Glyko- und Sphingolipid-reichen Membranmikrodomänen konzentrieren 
sich membranständige Signalmoleküle, deren Funktionalität durch eine veränderte FS-
Zusammensetzung des Plasmamembranbilayers beeinflusst wird (CHAPKIN et al. 2008; 
CHEN et al. 2007; LI et al. 2006; MA et al. 2004; SCHLEY et al. 2007). In Jurkat-T-Zellen 
konnte eine selektive Modifikation dieser Lipid Rafts nach dem Einbau von PUFA in die 
Plasmamembran nachgewiesen werden, was eine Suppression der Signaltransduktion durch 
die Verdrängung dafür notwendiger Kinasen aus den Mikrodomänen zur Folge hatte 
(STULNIG et al. 1998; STULNIG et al. 2001; ZEYDA et al. 2002). Diese und andere in vitro-
Studien (WEBB et al. 2000) konnten zeigen, dass die Lipidzusammensetzung der Lipid Rafts 
und damit die Funktion von in ihnen lokalisierten Proteinen durch n3-PUFA verändert werden 
kann.  
Die Lipidzusammensetzung der Plasmamembran hat außerdem einen Einfluss auf die Syn-
these von Entzündungsmediatoren. Die Supplementierung und der Einbau von n3-FS in die 
Zellmembran führt hierbei im Zuge einer Zellaktivierung zu einer verstärkten Bildung von 
Eikosanoiden, die eine geringere proinflammatorische Aktivität besitzen als die entsprechen-
den aus n6-FS gebildeten Verbindungen (CALDER 2006b). Damit modulieren supplemen-
tierte FS auch die Art der in MZ synthetisierten Eikosanoide (GUECK et al. 2004b). Daneben 
beeinflusst die Membranzusammensetzung aber auch den Prozess der Aktivierung und De-
granulation von MZ (DRABER und DRABEROVA 2002). So konnte gezeigt werden, dass es 
nach Supplementierung des Mediums mit n3-PUFA zu einer Reduktion der Histaminfreiset-
zung dieser Zellen kam (GUECK et al. 2003). Andere Literaturangaben hierzu sind allerdings 
widersprüchlich. Während eine Untersuchung an RBL-Zellen ebenfalls eine reduzierte His-
taminfreisetzung der stimulierten Zellen nach LE-Supplementierung zum Ergebnis hatte 
(KAWASAKI et al. 1994), führte die Supplementierung verschiedener FS in Peritoneal-MZ 
nicht zu signifikanten Veränderungen in der Histaminfreisetzung (ENGELS et al. 1997). 
Für die Freisetzung der in Membranphospholipiden gebundenen FS ist die Aktivität der 
Phospholipasen essentiell. Eine zentrale Bedeutung im Rahmen der Synthese von Entzün-
dungsmediatoren kommt dabei der cPLA2 zu, die bevorzugt AA aus der sn-2-Position von 
Membranphospholipiden freisetzt und damit das Substrat für die Synthese proinflammatori-
scher Eikosanoide bereitstellt. Dieses Enzym scheint ebenfalls einer Regulation durch FS zu 
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unterliegen. Dies kann auf transkriptioneller oder posttranslationaler Ebene stattfinden. Die 
Expressionsbeeinflussung wird möglicherweise über PPAR vermittelt, da gezeigt werden 
konnte, dass Aktivatoren dieser Liganden-aktivierbaren Transkriptionsfaktoren in Präadipo-
zyten eine Steigerung der cPLA2-Transkription und –Translation hervorrufen (JIANG et al. 
2001). Zu den PPAR-Aktivatoren zählen auch PUFA und verschiedene PUFA-Derivate. Ne-
ben einer möglichen Beeinflussung der cPLA2-Expression sind PPAR und damit auch PUFA 
als ihre natürlichen Liganden in der Lage, die Genexpression zahlreicher anderer inflamma-
torische Proteine codierender Gene zu modulieren und damit u.a. das Entzündungsgesche-
hen zu regulieren.  
Die vorliegende Arbeit hatte die Untersuchung der Beeinflussung der MZ-Funktion durch 
PUFA zum Ziel und soll damit einen Beitrag zur Aufklärung der genannten Mechanismen 
leisten. Zu diesem Zwecke wurden in C2-Zellen die Expression und Aktivität der cPLA2 sowie 
die Expression von PPARγ nach PUFA-Supplementierung bestimmt. Außerdem wurde der 
Effekt von PUFA auf die Histaminfreisetzung untersucht. Zur Differenzierung akuter, subaku-
ter und chronischer Effekte auf die untersuchten Parameter erfolgte die FS-Supplemen-
tierung über 3 verschiedene Zeiträume (6 h, 48 h oder 6 d). Den Untersuchungen lag die 
Hypothese zugrunde, dass die antiinflammatorischen Wirkungen von PUFA zumindest teil-
weise über die Beeinflussung der cPLA2 und von PPARγ vermittelt werden. 
5.1 Eignung der C2 als In-vitro-Model für die CAD 
Für die aktuellen Untersuchungen wurden MZ der Linie C2 verwendet, die das zelluläre Mo-
dell für die CAD repräsentieren sollten. Die besondere Eignung von MZ für die genannten 
Zwecke rührt zum einen daher, dass diese Zellen eine zentrale Bedeutung im Rahmen aller-
gisch-inflammatorischer Erkrankungen besitzen. Canine Mastozytomzellen der Zelllinie C2 
zeichnen sich im Speziellen durch ihre funktionellen und morphologischen Gemeinsamkeiten 
mit caninen adulten MZ aus (siehe 2.4). Zum anderen konnte in den C2 eine verminderte 
Aktivität der ∆5-Desaturase nachgewiesen werden (SEIDEL et al. 2005), was auch beim 
Hund als Pathomechanismus im Rahmen der CAD diskutiert wird (SCOTT et al. 1997; 
TAUGBOL et al. 1998). Die vorhandenen Unterschiede zu ex vivo-MZ werden durch den 
großen Vorteil aufgewogen, dass die C2 permanent kultivierbar und damit für längere Unter-
suchungen geeignet sind und durch Kryokonservierung eine große Zahl von Zellen in der 
gleichen Passage und demzufolge mit gleichen Eigenschaften zur Verfügung gestellt werden 
kann. 
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5.2 Wachstum der C2 
Das Kulturmedium der C2 wurde für die Dauerkultivierung mit 5 % Fötalem Kälberserum 
(FKS) supplementiert, um den Eintrag von FS durch FKS möglichst gering zu halten. Eine 
humane Pankreastumorzelllinie konnte zwar in FKS-freiem Medium kultiviert werden, aller-
dings nur unter der Bedingung, dass diesem 0,7 % Rinderserumlipide zugesetzt wurden 
(CLERC et al. 1991). Dies entspricht der Lipidkonzentration von 10 %igem FKS und ist ein 
Hinweis darauf, dass insbesondere die im FKS enthaltenen FS für das Zellwachstum von 
Bedeutung sind. Deutlich nachteilige Effekte von PUFA auf das Zellwachstum scheinen erst 
bei höheren FS-Konzentrationen ab 30 µM vorzuliegen, wie verschiedene Untersuchungen 
ergaben (ABDI-DEZFULI et al. 1997; FINSTAD et al. 1998). Die FKS-Supplementierung des 
Zellkulturmediums kann nicht nur das Wachstum, sondern auch verschiedene zelluläre Ei-
genschaften und Reaktionsweisen beeinflussen. So unterschied sich beispielsweise die Zy-
tokinfreisetzung bestimmter Osteosarkom- und Fibroblastenzelllinien, die in FKS-haltigem 
Medium kultiviert wurden, von der Zytokinfreisetzung von in FKS-freiem Medium kultivierten 
Zellen (BRUSERUD et al. 2005). Eine andere Fibroblastenzelllinie zeigte nach der Kultivie-
rung in FKS-supplementiertem Medium eine höhere cPLA2-Aktivität und PGE2-Freisetzung 
(SANCHEZ und MORENO 2001). Diese Untersuchungsergebnisse wurden in die methodi-
schen Überlegungen einbezogen und entsprechend erfolgten die Messungen nicht nur an 
stimulierten, sondern auch an unstimulierten C2. Danach zeigten die C2 bei Kultivierung mit 
5 % FKS nach der Stimulation mit Mastoparan ein gutes Reaktionsvermögen in Form einer 
deutlich gesteigerten Freisetzung von Histamin und einer erhöhten cPLA2-Aktivität. 
Zahlreiche Studien beschäftigten sich in den letzten Jahrzehnten mit dem Einfluss der FS-
Supplementierung des Kulturmediums auf das Wachstum kultivierter Zellen. Diese kamen in 
Abhängigkeit von der Zelllinie und der FS-Konzentration zu unterschiedlichen Ergebnissen 
(COETZEE et al. 2007; FINSTAD et al. 1998; GRAMMATIKOS et al. 1994a; GRANDE et al. 
2000; HRELIA et al. 1999; ISHIHARA et al. 1998a; JOUBERT et al. 1999; KAWASAKI et al. 
1994). Bei der in der vorliegenden Untersuchung verwendeten Konzentration (20 µM) hatten 
die jeweiligen PUFA meist keine oder hemmende Effekte auf das Zellwachstum. Untersu-
chungen an MZ liegen kaum vor. Das Wachstum der Zellen einer Maus-MZ-Linie (MC/9) 
wurde durch die Supplementierung des Mediums mit AA, EPA oder DHA in Konzentrationen 
von 15 bis 100 µM nicht beeinflusst (ISHIHARA et al. 1998a). Auch in früheren Untersuchun-
gen an C2 konnten keine negativen Effekte supplementierter PUFA auf das Zellwachstum 
festgestellt werden (GUECK et al. 2003; SEIDEL et al. 2005).  
Neben den genannten Einflüssen auf das Wachstum wird für verschiedene FS auch ein zyto-
toxischer Effekt beschrieben (ALBINO et al. 2000; ANDRADE et al. 2005; FINSTAD et al. 
1998; HAWKINS et al. 1998; MARTINS DE et al. 2006; VAN, V et al. 2007). Dieser wird u.a. 
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auf eine gesteigerte Lipidperoxidation und Bildung freier Radikale mit daraus resultierender 
Steigerung der Apoptoserate zurückgeführt (DAS 1999).  
Die Supplementierung der Zellkultur erfolgte in den vorliegenden Untersuchungen so, dass 
die supplementierte FS eine Endkonzentration von 20 µM aufwies. Die Gesamt-FS-
Konzentration im supplementierten Medium betrug somit 61,2 µM, das Grundmedium wies 
im Vergleich dazu eine Gesamt-FS-Konzentration von 41,2 µM auf. Die Konzentration der 
supplementierten FS liegt in einem Bereich, für den in der Literatur keine Wachstumsbeein-
trächtigungen beschrieben wurden. Entsprechend ergaben die Wachstumskurven für das 
Wachstum der C2 im Grundmedium bzw. den entsprechend supplementierten Medien einen 
kontinuierlichen Anstieg der Zahl lebender Zellen bis zum 7. bzw. 8. Tag der Kultivierung. 
Die Anzahl abgestorbener Zellen unterschied sich beim Vergleich des Grundmediums mit 
den FS-supplementierten Medien nicht signifikant. Dies unterstreicht, dass die verwendeten 
FS in einer Endkonzentration von 20 µM keinen zytotoxischen Effekt auf C2 ausüben und 
deren Wachstum nicht beeinträchtigen. Eine mögliche Erklärung dafür ist u.a. das Albumin 
(BSA), was die FS effektiv bindet und damit toxische Wirkungen verhindert (SCHURER et al. 
1999). 
5.3 Fettsäurenmuster der C2 
Zahlreiche in vitro- und in vivo-Studien an einer Vielzahl verschiedener Zelltypen konnten 
zeigen, dass ein verändertes exogenes FS-Angebot entsprechende Veränderungen der zel-
lulären Lipidzusammensetzung zur Folge hat (GUECK et al. 2003; HALL et al. 2005; LADHA 
et al. 1993; LI et al. 2006). Der Grund dafür ist die bevorzugte Aufnahme dieser FS exoge-
nen Ursprungs bei gleichzeitiger Reduktion der de novo-Syntheserate. Dabei wird ein Groß-
teil der aus dem umgebenden Milieu aufgenommenen FS in Membranphospholipide einge-
baut (BRYAN et al. 2001; GRAMMATIKOS et al. 1994a; SZEKELY et al. 2007). 
Auch in den C2 kam es durch den Zusatz der vier verschiedenen FS zum Grundmedium 
sowohl nach kurz- (6 h), mittel- (48 h) als auch längerfristiger (6 d) Inkubation in diesen Me-
dien zu einer entsprechenden Veränderung des FS-Musters der Zellen. 
Die Supplementierung einer bestimmten FS führte nach allen drei Inkubationszeiten zu ei-
nem, im Vergleich zur Kultivierung im Grundmedium, erhöhten Gehalt der supplementierten 
FS bzw. ihrer entsprechenden Metabolite (Tab. 21). 
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Tab. 21: Konzentrationsverlauf der n3- und n6-FS nach Kultivierung in DEH-LA, DEH-LE, DEH-
AA und DEH-EPA im Vergleich zum Grundmedium (DEH) (FS-Menge in Gewichts-%; „+„ 
bezeichnet Zunahme im Vergleich zu DEH; „-„ bezeichnet Abnahme im Vergleich zu DEH; 
in ( ) die Steigerungsfaktoren; (*): Angabe eines Steigerungsfaktors nicht möglich, da Wert 
in DEH unterhalb der Nachweisgrenze). 
DEH-LA DEH-LE  
6 h 48 h 6 d 
 
6 h 48 h 6 d 
LA 
(18:2n6) 
+5,2 
(5-fach) 
+0,8 
(2-fach) 
+2,6 
(5-fach) 
LE 
(18:3n3) 
+3,7 
(187-fach) 
+0,1 
(5-fach) 
+0,7 
(*) 
GLA 
(18:3n6) 
+2,9 
(8-fach) 
+0,4 
(5-fach) 
+0,4 
(7-fach) 
ODT 
(18:4n3) 
+2,9 
(*) 
+0,1 
(*) 
+0,1 
(*) 
DHLA 
(20:3n6) 
+2,6 
(4-fach) 
+6,5 
(9-fach) 
+4,6 
(9-fach) 
ETA 
(20:4n3) 
+3,2 
(17-fach) 
+6,5 
(47-fach) 
+6,2 
(53-fach) 
AA 
(20:4n6) 
- 0,1 
(1,2-fach) 
+0,2 
(2-fach) 
+0,1 
(1,4-fach) 
EPA 
(20:5n3) 
+0,01 
(1-fach) 
+0,8  
(5-fach) 
+0,6 
(5-fach) 
Gesamt- 
n6 
+10,6 
(4-fach) 
+8,6 
(5-fach) 
+7,8 
(6-fach) 
Gesamt-
n6 
-0,4 
(1,2-fach) 
+0,6 
(1,3-fach) 
+0,5 
(1,3-fach) 
Gesamt- 
n3 
-0,2 
(1,1-fach) 
+0,3 
(1,4) 
+0,3 
(1,5-fach) 
Gesamt-
n3 
+9,88 
(9-fach) 
+8,6 
(12-fach) 
+8,7 
(14-fach) 
 
DEH-AA DEH-EPA  
6 h 48 h 6 d 
 
6 h 48 h 6 d 
LA 
(18:2n6) 
-0,16 
(1,2-fach) 
-0,06 
(1,1-fach) 
-0,29 
(1,8-fach) 
LE 
(18:3n3) 
+0,02 
(2-fach) 
-0,01 
(2-fach) 
+0,02 
(*) 
GLA 
(18:3n6) 
-0,11 
(1,4-fach) 
+0,03 
(1,3-fach) 
-0,02 
(1,3-fach) 
ODT 
(18:4n3) 
0 
 
+0,01 
(*) 
0 
DHLA 
(20:3n6) 
+0,53 
(2-fach) 
+0,97 
(2-fach) 
+0,54 
(2-fach) 
ETA 
(20:4n3) 
+0,06 
(1,3-fach) 
+0,63 
(6-fach) 
+0,24 
(3-fach) 
AA 
(20:4n6) 
+10,9 
(16-fach) 
+6,31 
(17-fach) 
+4,85 
(15-fach) 
EPA 
(20:5n3) 
+8,06 
(38-fach) 
+4,78 
(28-fach) 
+5,72 
(45-fach) 
Gesamt- 
n6 
+12,27 
(5-fach) 
+8 
(5-fach) 
+5,64 
(4-fach) 
Gesamt-
n6 
-0,79 
(1,3-fach) 
+0,63 
(1,3-fach) 
+0,52 
(1,3) 
Gesamt- 
n3 
-0,07 
(1,1-fach) 
+0,29 
(1,4-fach) 
+0,12 
(1,2-fach) 
Gesamt-
n3 
+10,48 
(9-fach) 
+8,38 
(12-fach) 
+8,6 
(14-fach) 
 
Die Supplementierung mit den n3-FS LE bzw. EPA führte zu einer in Abhängigkeit von der 
Supplementierungsdauer 9- bis 14-fachen Steigerung des Gesamtgehaltes an n3-FS, wäh-
rend die Zugabe der n6-FS LA bzw. AA nur eine Erhöhung der n6-FS-Konzentration um das 
4- bis 6-fache zur Folge hatte (Tab. 21). Betrachtet man im Gegensatz dazu aber die reine 
Differenz zwischen dem n3-FS-Gehalt im Grundmedium und dem im LE- bzw. EPA-
supplementierten Medium sowie zwischen dem n6-FS-Gehalt im Grundmedium und dem im 
LA- bzw. AA-supplementierten Medium, so wird deutlich, dass die Zunahmen sich bei Be-
trachtung eines bestimmten Kultivierungszeitraumes (6 h, 48 h oder 6 d) nur unwesentlich 
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voneinander unterscheiden. Dies zeigt, dass die C2 die zugeführten FS in gleichem Maß 
einbauen, unabhängig davon, welcher FS-Familie diese angehören.  
Für andere Zelllinien existieren bereits Studien zum Einbau supplementierter FS in die Zell-
membran. So konnte ein gegenüber C18-FS bevorzugter Einbau von C20-FS nachgewiesen 
werden; dazu zählen u.a. humane Hautfibroblasten (BANERJEE und ROSENTHAL 1985), 
bovine Aortenendothelzellen (KADUCE et al. 1989) und humane Thrombozyten (NEUFELD 
et al. 1984). Für diesen selektiven Einbau wird das Enzym AA-CoA-Synthase verantwortlich 
gemacht, welches eine Spezifität für AA und andere C20-FS aufweist und in verschiedenen 
Zelltypen wie Fibroblasten, Endothelzellen und glatten Muskelzellen identifiziert werden 
konnte (ROSENTHAL 1987). Andere Zellen wiederum wiesen nur eine geringe bis fehlende 
Aktivität des Enzyms auf, so z.B. Fettzellen und Hepatozyten (LAPOSATA et al. 1985). Nach 
der Kultivierung der C2 und Bestimmung ihres FS-Musters konnte ein bevorzugter Einbau 
von C20-PUFA nicht festgestellt werden, was dafür spricht, dass C2 zu den Zellen mit gerin-
ger oder fehlender AA-CoA-Synthaseaktivität zählen. Spezielle Untersuchungen zur Aktivität 
dieses Enzyms in C2 liegen allerdings nicht vor. 
Betrachtet man nach der Zugabe einer bestimmten FS den Konzentrationsverlauf der jeweils 
anderen FS-Familie (n3 – n6), so fällt auf, dass sich dieser nicht zwangsläufig entgegenge-
setzt verhält. Das heißt, dass die Supplementierung der n3-FS LE bzw. EPA neben dem An-
stieg der Gesamtkonzentration an n3-FS nicht gleichzeitig einen entsprechenden Abfall der 
n6-Gesamtkonzentration zur Folge hatte. Lediglich nach 6-stündiger Kultivierung war ein 
leichter Abfall der Konzentration der jeweils anderen FS-Familie zu verzeichnen, der jedoch 
sehr gering ausfiel (≤ 1,3). Bei längerer Kultivierung über 48 h oder 6 d war neben dem star-
ken Anstieg der supplementierten FS-Familie auch immer ein leichter Anstieg der jeweils 
anderen FS-Familie zu beobachten. Dies lässt vermuten, dass die Zugabe von PUFA zu 
einer allgemeinen Steigerung der Aktivität von Enzymen des PUFA-Stoffwechsels führt. Al-
lerdings könnte die beschriebene Steigerung der Konzentrationen beider PUFA-Familien 
(n3- und n6-PUFA) zellspezifisch sein, da es beispielsweise nach der Supplementierung von 
Kardiomyozyten mit n3- oder n6-PUFA zu einer Reduktion der Konzentration der jeweils an-
deren FS-Familie kam (HRELIA et al. 1995). 
Wie andere kultivierte Zellen sind auch canine Mastozytomzellen in der Lage, aus dem Me-
dium aufgenommene FS zu metabolisieren (GRAMMATIKOS et al. 1994b). Den ersten 
Schritt stellt dabei die Desaturierung von LA bzw. LE zu GLA bzw. ODT durch die ∆6-
Desaturase dar. Der Anstieg der GLA fiel nach 6 h am höchsten (8-fach) und nach 48 h am 
niedrigsten (5-fach) aus, seine Höhe spricht dabei für eine gute Aktivität des Enzyms. Steige-
rungsfaktoren für die ODT konnten nicht bestimmt werden, da die Werte im Grundmedium 
unter der Nachweisgrenze lagen. Die Zunahmen lagen bei der Betrachtung einer bestimmten 
Kultivierungsdauer in ähnlichen Bereichen wie die der GLA, was darauf schließen lässt, dass 
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die ∆6-Desaturase keine der beiden supplementierten FS bevorzugt umsetzt. Beim Vergleich 
der drei verschiedenen Zeitpunkte fiel auf, dass die Zunahmen sowohl bei GLA als auch bei 
ODT nach 6 h deutlich höher ausfielen als nach 48 h und 6 d. Dies kann darauf zurückge-
führt werden, dass die ∆6-Desaturase-Produkte zu einem späteren Zeitpunkt (48 h, 6 d) be-
reits in ihre Folgeprodukte umgewandelt worden sind. Diese Vermutung wird durch die Be-
trachtung der Zunahmen der GLA- bzw. ODT-Elongationsprodukte DHLA bzw. ETA bestä-
tigt. Ihre Konzentrationen stiegen nach 48 h und 6 d mehr als doppelt so stark an wie nach 
6 h. Eine Bevorzugung einer der beiden FS durch die Elongase konnte nicht festgestellt wer-
den.  
Den nächsten Schritt dieses Stoffwechselweges stellt die Umwandlung der DHLA bzw. ETA 
in AA bzw. EPA dar. Das verantwortliche Enzym ist die ∆5-Desaturase. Vergleicht man die 
Gehalte der ∆5-Desaturase-Produkte im Grundmedium mit denen im LA- bzw. LE-
supplementierten Medium, so fällt zu allen drei Zeitpunkten auf, dass der Konzentrationsan-
stieg nur sehr gering ausfällt. Außerdem sind die Zunahmen für AA nach 48 h und 6 d deut-
lich geringer als die für EPA. Dies spricht für eine bevorzugte Umsetzung von n3-FS bei all-
gemein geringer ∆5-Desaturase-Aktivität und für eine fehlende Aktivität bei n6-FS. Der Effekt 
einer FS-Supplementierung auf die ∆5-Desaturase-Aktivität ist möglicherweise vom Zelltyp 
abhängig, da entsprechende Untersuchungen zu unterschiedlichen Ergebnissen kamen. So 
führte bei Sertoli-Zellen die Supplementierung von LA (HURTADO DE CATALFO und DE, I 
2002) bzw. bei CaCo-2-Enterozyten die Supplementierung von LA und/oder EPA (DIAS und 
PARSONS 1995) zu einer Reduktion der ∆5-Desaturase-Aktivität. Im Gegensatz dazu hatte 
die Supplementierung von Ratten-Hepatom-Zellen mit LA oder LE eine gesteigerte ∆5-
Desaturase-Aktivität zur Folge (ITURRALDE et al. 1990). Nach der Kultivierung humaner 
Hep G2-Zellen unter EFA-Mangel kam es zu einer Zunahme der Enzymaktivität (MELIN und 
NILSSON 1997).  
Die Berechnung der FS-Gehalte der C2 ergab außerdem eine im Vergleich zur Kultivierung 
im Grundmedium signifikante Erhöhung der DHLA- bzw. ETA-Konzentrationen nach Kultivie-
rung der C2 im AA- bzw. EPA-supplementierten Medium nach jedem der drei verschiedenen 
Kultivierungszeiträume (Ausnahme: ETA-Anstieg nach 6 h in DEH-EPA nicht signifikant). 
Damit zeigen die C2 den auch für andere Zellinien beschriebenen Weg der Retrokonversion, 
indem sie die stärker ungesättigte AA (20:4n-6) bzw. EPA (20:5n-3) zu DHLA (20:3n-6) bzw. 
ETA (20:4n-3) sättigen. So konnte auch bei Leberzellen der Ratte die Saturierung der AA zur 
DHLA gezeigt werden (FUJIYAMA-FUJIWARA et al. 1992). Außerdem konnte die Retrokon-
version der DHA zur EPA an verschiedenen Zelltypen (GRONN et al. 1991; ROSENTHAL et 
al. 1991) und speziell auch bei C2 (GUECK et al. 2004a) nachgewiesen werden. 
Zusammenfassend ist für die C2 zu sagen, dass sie n3-FS im Vergleich zu n6-FS bevorzugt 
metabolisieren, dass sie eine gute ∆6-Desaturase-Aktivität besitzen, wobei das Enzym n3- 
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gegenüber n6-FS scheinbar bevorzugt umsetzt, und dass die ∆5-Desaturase-Aktivität der C2 
im Gegensatz dazu sehr gering ist. Desweiteren wurde die für andere Zelllinien nachgewie-
sene Retrokonversion auch für C2 gezeigt. Damit ähnelt der FS-Stoffwechsel der verwende-
ten caninen Mastozytomzellinie dem für canine Atopiker beschriebenen (SCOTT et al. 1997) 
und unterstreicht die Eignung der C2 als Modell zur Untersuchung der CAD in vitro. 
5.4 Beeinflussung der Histaminfreisetzung der C2 durch die 
Supplementierung verschiedener Fettsäuren 
Die Histaminfreisetzung der MZ erfolgt auf dem Weg der Exozytose zytoplasmatisch gespei-
cherter Granula, die neben Histamin noch weitere MZ-Mediatoren wie Serotonin und Brady-
kinin enthalten. Die Degranulation kann dabei durch verschiedene Stimuli ausgelöst werden, 
die die Freisetzung der präformierten MZ-Mediatoren in den Extrazellularraum bewirken. Zu 
diesen zählen Ag, die über die Bindung an FcεRI-Rezeptoren an der MZ-Oberfläche eine 
Signalkaskade in Gang bringen, an deren Ende die Degranulation steht (NAKANO et al. 
2005). Des Weiteren wirken verschiedene Verbindungen wie Compound 48/80 und Mastopa-
ran über die Aktivierung von G-Proteinen (ARIDOR et al. 1990). Auch Kalzium-Ionophore wie 
A23187 können die Freisetzung von Histamin aus MZ bewirken (ISHIHARA et al. 1998b; 
KAWASAKI et al. 1994; YAMADA et al. 1996). Von entscheidender Bedeutung für den De-
granulationsprozess scheint dabei der Anstieg der intrazellulären Konzentration freier Kalzi-
umionen sowie die Aktivierung der Proteinkinase C zu sein (FRIIS und JOHANSEN 1996). 
Nach 6 h der Kultivierung der C2 war die spontane Histaminfreisetzung gering (< 10 %) und 
von den FS-Supplementen unabhängig. Bei den Mastoparan-stimulierten C2 zeigten die in 
LE-Medium kultivierten Zellen die höchste Histaminfreisetzung. Sie war signifikant höher als 
die der im Grundmedium und im AA- bzw. EPA-supplementierten Medium kultivierten C2. 
Nach 48-stündiger Kultivierung der C2 mit den verschiedenen FS zeigten die unstimulierten 
C2, die im Grundmedium bzw. im LA-supplementierten Medium kultiviert wurden, eine im 
Vergleich zu den LE- und AA-supplementierten Medien signifikant höhere Histaminfreiset-
zung. Nach 6-tägiger Kultivierung konnten bei den unstimulierten C2 keine signifikanten Un-
terschiede in der Höhe der spontanen Histaminfreisetzung gefunden werden. Die stimulier-
ten Zellen setzten nach Kultivierung im LA- oder LE-supplementierten Medium signifikant 
weniger Histamin frei als die Zellen, die in den anderen Medien wuchsen. 
Die bisher durchgeführten Untersuchungen zum Einfluss der Supplementierung von FS auf 
die MZ-Degranulation bzw. die Histaminfreisetzung kamen zu teilweise sehr unterschiedli-
chen Ergebnissen. Diese sind vermutlich darauf zurückzuführen, dass für die Aktivierung der 
MZ unterschiedliche Verbindungen verwendet und die Zellen unterschiedlich lange mit den 
jeweiligen FS inkubiert wurden. So wurden die jeweiligen Zelllinien in der Mehrzahl der Un-
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tersuchungen für 24 h oder weniger mit der entsprechenden FS inkubiert. Beispielsweise 
führte die 24-stündige Inkubation von RBL-2H3 mit LE (20 µM) zu einer signifikanten Ver-
minderung des Histamingehaltes und der Netto-Histaminfreisetzung der Zellen nach Stimula-
tion (KAWASAKI et al. 1994). Eine spätere Studie an der gleichen Zelllinie ergab allerdings 
eine gesteigerte Histaminfreisetzung der Zellen nach 24-stündiger Inkubation mit 100 µM LA, 
LE, AA oder EPA und anschließender Stimulation der RBL-2H3 mit dem Kalzium-Ionophor 
A23187 (YAMADA et al. 1996). In murinen MC/9-MZ führte wiederum die 24-stündige Kulti-
vierung in EPA bzw. DHA (25 µM) zu einer Reduktion, in AA-supplementiertem Medium da-
gegen zu einer Steigerung des Histamingehaltes der Zellen. Außerdem hatte diese Untersu-
chung zum Ergebnis, dass die Supplementierung mit den genannten PUFA sowie mit LA und 
LE in einer Endkonzentration von jeweils 25 µM keinen Effekt auf die spontane und Ag-
induzierte Histaminfreisetzung besaß, während die genannten PUFA mit Ausnahme von LE 
die durch das Kalzium-Ionophor A23187 stimulierte Histaminfreisetzung reduzierten 
(ISHIHARA et al. 1998b). In einer anderen Studie wurde die Inkubationsdauer der untersuch-
ten RBL-2H3 mit den jeweiligen FS (20-40 µM) auf 35 min begrenzt. Diese Studie erbrachte, 
dass nur die Supplementierung mit den n6-FS AA, LA und GLA zu einer Steigerung der in-
trazellulären Kalziumkonzentration und der Histaminfreisetzung führte, während weder n3- 
und n9-, noch gesättigte FS einen signifikanten Effekt auf die beiden genannten Parameter 
hatten (TESHIMA et al. 2007). Murine Peritoneal-MZ schließlich, denen über einen Zeitraum 
von 6 Wochen eine Diät verabreicht wurde, die entweder reich an n3-, n6- oder gesättigten 
FS war, zeigten keine Unterschiede in der durch Compound 48/80 induzierten Histaminfrei-
setzung (ENGELS et al. 1997). Aus den genannten Beispielen wird ersichtlich, dass die er-
mittelten Ergebnisse der Untersuchungen zum Einfluss verschiedener FS auf die Histamin-
freisetzung selbst bei Untersuchungen an ein und derselben Zelllinie recht verschieden sind. 
Dies wird auch bei der Betrachtung der Resultate früherer Untersuchungen an C2 deutlich. 
Hier führte die 8-tägige Zugabe von 14 µM AA bei unstimulierten C2 zu einer im Vergleich 
zum Grundmedium dreimal höheren Histaminfreisetzung, während 14 µM LA, LE bzw. EPA 
keine signifikanten Veränderungen hervorriefen. Die Histaminfreisetzung nach Mastoparan-
Stimulation war im Vergleich zum Grundmedium in LE-supplementierten C2 signifikant er-
niedrigt (um ca. 1/5), während sie in den LA- bzw. EPA-supplementierten Zellen erhöht (um 
etwa 1/5 bzw. 1,5-fach) und in den AA-supplementierten C2 sogar stark erhöht war (ca. 2,5-
fach; (GUECK et al. 2003; GUECK et al. 2004b). Diese Ergebnisse, bei der die FS in einer 
ähnlichen Konzentration verwendet, aber 8 d supplementiert wurden, entsprechen damit nur 
teilweise den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchung. Dies macht deutlich, dass die 
Effekte der FS-Supplementierung auf die Histaminfreisetzung zeitabhängig sind.  
Bei der Interpretation der Ergebnisse sollte berücksichtigt werden, dass FS und speziell PU-
FA im Rahmen des Zellstoffwechsels vielfältige Funktionen und Wirkungen besitzen, die sich 
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je nach ihrer Art potenzieren oder abschwächen. So können PUFA beispielsweise über die 
aus ihnen gebildeten Lipidmediatoren (PG, LT, Resolvine) die Degranulation beeinflussen. 
Dabei bestimmt die FS die Art des Lipidmediators und damit die Art der Beeinflussung der 
Degranulation. Für das aus AA synthetisierte PGE2 konnte beispielsweise in humanen Blut-
MZ eine die Histaminfreisetzung steigernde Wirkung nachgewiesen werden (WANG und 
LAU 2006). Das aus DHLA entstehende PGE1 dagegen und dessen synthetische Analoga 
reduzierten die Histaminfreisetzung aus humanen adenoidalen MZ bzw. aus basophilen 
Granulozyten (BABAKHIN et al. 2000; SCHMITZ et al. 1986). Zu beachten ist in diesem Zu-
sammenhang, dass die Histaminfreisetzung nicht nur vom Typ des Lipidmediators, sondern 
vielmehr vom auf den entsprechenden Zellen lokalisierten Eikosanoidrezeptor abhängig zu 
sein scheint. So hatte beispielsweise PGE2 in humanen pulmonalen MZ eine hemmende 
Wirkung auf die Histaminliberation (KAY et al. 2006).  
Eine andere Möglichkeit, über die PUFA den Degranulationsprozess und damit die Histamin-
freisetzung beeinflussen können, ist die Modulation der Produktion so genannter Reaktiver 
Sauerstoffspezies (ROS). Diese ROS scheinen einen fördernden Einfluss auf die Histaminli-
beration zu besitzen (SUZUKI et al. 2005; WOLFREYS und OLIVEIRA 1997), wobei ihr Wir-
kungsmechanismus noch nicht vollständig geklärt werden konnte.  
Obwohl seit mehreren Jahrzehnten bekannt ist, dass PUFA eine wichtige Rolle bei der Exo-
zytose spielen, ist ihre Wirkungsweise in diesem Zusammenhang noch immer nicht vollstän-
dig geklärt. Diskutiert werden die Beeinflussung von Ionenkanälen (HONORE et al. 1994; 
LESAGE et al. 2000; MIGNEN und SHUTTLEWORTH 2000), des Zytoskeletts (NECO et al. 
2003) sowie von Proteinen, die für die Vesikelfusion von Bedeutung sind (CONNELL et al. 
2007; DARIOS und DAVLETOV 2006; RICKMAN und DAVLETOV 2005). Außerdem scheint 
die FS-Zusammensetzung der Zellmembran die Lokalisation und Aktivität der Phospholipase 
D (PLD), die eine bedeutende Rolle bei der Degranulation stimulierter Zellen spielt, zu beein-
flussen (GEMEINHARDT et al. 2009). 
5.5 Beeinflussung der Aktivität der cPLA2 durch die Supple-
mentierung verschiedener Fettsäuren 
Die Messung der Aktivität der cPLA2 erfolgte sowohl an unstimulierten als auch an Mastopa-
ran-stimulierten C2 nach deren Kultivierung in den verschiedenen FS-supplementierten Me-
dien über 6 h, 48 h bzw. 6 d.  
Beim Vergleich der Enzymaktivitäten der in den verschiedenen Medien kultivierten und dann 
stimulierten C2 fiel auf, dass die Aktivitätsunterschiede nach 6-stündiger Kultivierung am 
deutlichsten waren. So zeigte die cPLA2 in den mit den n6-FS LA u. AA supplementierten 
Medien sowie in etwas geringerem Maße auch im Grundmedium allgemein eine höhere Akti-
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vität als nach der Kultivierung der Zellen in den n3-FS LE und EPA. Sowohl nach 48-
stündiger als auch nach 6-tägiger Kultivierungsdauer war kein Unterschied in der cPLA2-
Aktivität der in den verschiedenen Medien kultivierten und Mastoparan-stimulierten C2 mehr 
messbar. 
Bei Betrachtung der Enzymaktivität der in demselben Medium über verschiedene Zeiträume 
kultivierten stimulierten C2 wurde ersichtlich, dass die Kultivierungsdauer lediglich auf die im 
Grundmedium und die unter LE-Zusatz kultivierten Zellen einen Einfluss hatte. Deren cPLA2-
Aktivität war nach 48 h am höchsten und damit signifikant höher als nach 6-stündiger Kulti-
vierung. 
Bei der Betrachtung der cPLA2-Aktivität der unstimulierten C2 waren nach 6 h und 48 h keine 
signifikanten Unterschiede feststellbar, während nach 6 d die cPLA2-Aktivität der im Grund-
medium kultivierten Zellen signifikant höher war als die der C2, die in den verschiedenen 
Medien mit FS-Zusatz wuchsen. 
Die Kultivierungsdauer hatte auf die Höhe der cPLA2-Aktivität der im Grundmedium und der 
in den n6-FS-supplementierten Medien kultivierten unstimulierten C2 einen Einfluss, wäh-
rend sie für die Höhe der Enzymaktivität der unter n3-FS-Zusatz gewachsenen Zellen bedeu-
tungslos erschien. Dabei war die Aktivität nach 6-tägiger Kultivierung unter LA- bzw. AA-
Zusatz im Vergleich zum Wachstum über nur 6 h jeweils signifikant reduziert, während die im 
Grundmedium kultivierten Zellen das umgekehrte Bild zeigten. 
Frühere Untersuchungen an C2, bei denen die jeweiligen PUFA in einer Konzentration von 
14 µM über 8 d supplementiert wurden, erbrachten andere Resultate. Sowohl die spontane 
als auch die Mastoparan-stimulierte cPLA2-Aktivität in den C2 waren nach Supplementierung 
von LE bzw. EPA im Vergleich zur Kultivierung im Grundmedium signifikant reduziert, wäh-
rend nach LA- bzw. AA-Zugabe keine signifikanten Veränderungen feststellbar waren 
(GUECK et al. 2003; GUECK et al. 2004b). Dies spricht für eine Abhängigkeit der Ergebnis-
se von der Kultivierungsdauer, da die verwendeten FS-Konzentrationen annähernd gleich 
waren. 
Die Höhe der AA-Freisetzung infolge cPLA2-Aktivierung ist zum einen von der Ca2+-
abhängigen Translokation des Enzyms aus dem Zytosol zu den perinukleären Membranen 
und zum anderen von dessen an sich Ca2+-unabhängiger katalytischer Aktivität abhängig. 
Dabei ist über direkte regulatorische Effekte von PUFA auf die cPLA2-Aktivität nur wenig be-
kannt.  
Untersuchungen zum Einfluss von PUFA auf den intrazellulären Ca2+-Spiegel hatten zum 
Ergebnis, dass PUFA, unabhängig davon, ob sie zur n3- oder n6-Familie gehörten, einen 
schnellen Anstieg der zytosolischen Konzentration an freiem Kalzium hervorriefen (CHOW 
und JONDAL 1990). Studien an Kardiomyozyten und glatten Gefäßmuskelzellen zeigten 
dagegen, dass n3-PUFA den Kalzium-Influx aus dem Extrazellularraum bzw. intrazellulären 
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Speichern verminderten (HALLAQ et al. 1992; HIRAFUJI et al. 2001; RVITELLI et al. 2002; 
SWAN et al. 2003; XIAO et al. 1997). Diese antiarrhythmischen Effekte wurden dabei ver-
mutlich über die direkte Bindung der entsprechenden FS an die Ionenkanalproteine und nicht 
über die Veränderung der FS-Zusammensetzung der Zellmembran vermittelt (SIDDIQUI et 
al. 2007) und dabei z.T. schon wenige Minuten nach Zugabe der FS zum Medium deutlich 
(LEAF 1995; RINALDI et al. 2002). Dies stimmt mit den Ergebnissen der vorliegenden Un-
tersuchungen insofern überein, dass die deutlichsten Effekte der FS-Supplementierung nach 
der kürzesten Kultivierungsdauer (6 h) auftraten und eine signifikant verminderte Enzymakti-
vität nach LE-Zusatz messbar war. Trotzdem liegen bis zum jetzigen Zeitpunkt nur wenige 
Untersuchungen zum Einfluss von FS, speziell PUFA, auf die intrazelluläre Kalziumkonzent-
ration in Nicht-Muskelzellen vor. Doch obwohl die meisten Studien an Herz- bzw. Gefäßmus-
kelzellen durchgeführt wurden, geben deren Ergebnisse zumindest Anlass zu der Vermu-
tung, dass PUFA auch in anderen Zelltypen den intrazellulären Kalziumspiegel und damit 
verschiedene enzymatische Prozesse beeinflussen können. Dies könnte durch die Regulati-
on der Bildung von Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP3) geschehen, welches die Freisetzung von 
intrazellulärem Kalzium aus dem ER bewirkt. IP3 entsteht nach Aktivierung der Phospholipa-
se C (PLC) aus Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP2). An stimulierten humanen 
neutrophilen Granulozyten konnte gezeigt werden, dass nach diätetischer Supplementierung 
von n3-PUFA die Aktivierung der PLC vermindert war (SPERLING 1998). Auch die Supple-
mentierung von stimulierten HT-29-Kolon-Tumorzellen mit 30 µM LE über 12 Tage hatte eine 
im Vergleich zur Supplementierung mit LA reduzierte Aktivität der PLC zur Folge (AWAD et 
al. 1996).  
Außerdem können Vorgänge der Lipidperoxidation den Anstieg der intrazellulären Konzent-
ration freien Kalziums bewirken. Dies kann entweder durch direkte Zerstörung der Zellmem-
bran mit damit verbundener Zerstörung gerichteter Ionenströme oder durch die Kalzium-Frei-
setzung aus intrazellulären Speichern zustande kommen (SUZUKI et al. 1997). 
Eine weitere Möglichkeit des Einflusses von PUFA auf die cPLA2-Aktivität ergibt die 
Phosphorylierung des Enzyms. Untersuchungen speziell zur Beeinflussung der Phosphory-
lierung des Enzyms durch PUFA wurden bis jetzt noch nicht durchgeführt. Es existieren je-
doch einige Studien zum Einfluss verschiedener PUFA auf die Aktivität der so genannten 
MAPK und anderer Proteinkinasen, die wiederum für die Phosphorylierung und damit die 
katalytische Aktivität der cPLA2 von Bedeutung sind. So wurde in zwei voneinander unab-
hängigen Studien an humanen Endothel- bzw. T-Zellen gezeigt, dass EPA und DHA in der in 
dieser Arbeit verwendeten Konzentration von 20 µM die MAPK-Aktivität der stimulierten Zel-
len reduzierten (DENYS et al. 2002; XUE et al. 2006). Die aus dem Jahr 2002 stammende 
Studie ergab außerdem, dass AA im Gegensatz zu den beiden getesteten n3-PUFA die En-
zymaktivität der MAPK steigerte. Eine weitere erwähnenswerte Erkenntnis dieser Studie ist, 
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dass weder EPA noch DHA eine Wirkung auf die basale MAPK-Aktivität unstimulierter T-
Zellen besaßen. Eine andere Untersuchung zum Einfluss von LA auf die Aktivität der zur 
Familie der MAPK gehörenden Extracellularly-regulated Kinase 1 und 2 (ERK) in Endothel-
zellen ergab, dass schon die 3-stündige Zugabe von LA ab einer Konzentration von 15 µM 
zu einer signifikanten Aktivierung von ERK in den stimulierten Zellen führte. Zur Aktivierung 
der p38-MAPK kam es sogar bereits nach 10-minütiger LA-Exposition (HENNIG et al. 2006). 
Des weiteren konnte gezeigt werden, dass die n3-PUFA EPA und DHA im Gegensatz zu 
anderen FS wie z.B. AA in der Lage sind, neben der Aktivität der MAPK auch die Proteinki-
nasen A (PKA) und C (PKC) zu hemmen, für die eine Beteiligung an der Phosphorylierung 
der cPLA2 diskutiert wird (MIRNIKJOO et al. 2001). Die oben genannten Ergebnisse stimmen 
mit denen der vorliegenden Arbeit insofern überein, dass die nur kurzzeitige Zugabe der ent-
sprechenden FS für 6 h die deutlichsten Unterschiede ergab, während die Art der zugesetz-
ten FS mit zunehmender Dauer für die Höhe der Enzymaktivität an Bedeutung verlor. Au-
ßerdem scheint der Aktivierungsstatus der Zellen nicht nur in den hier beschriebenen Unter-
suchungen dafür verantwortlich zu sein, ob PUFA einen Effekt auf die Aktivität der cPLA2 
bzw. die der an ihrer Phosphorylierung beteiligten Proteinkinasen (DENYS et al. 2002) besit-
zen, da die Art der FS zu allen drei Untersuchungszeitpunkten die cPLA2-Aktivität unstimu-
lierter C2 kaum veränderte. 
5.6 Beeinflussung der Expression der cPLA2 durch die 
Supplementierung verschiedener Fettsäuren 
PUFA sind in der Lage, die Expression zahlreicher Gene auf direkte oder indirekte Art und 
Weise zu beeinflussen. Dazu zählen auch Gene, die am Ablauf von Entzündungsprozessen 
maßgeblich beteiligt sind. So wurde beispielsweise an bovinen Chondrozyten ein inhibitori-
scher Effekt von EPA bzw. DHA auf die durch Zytokine induzierte Expression der Gene für 
TNF-α, IL-1α und der COX-2 nachgewiesen (CURTIS et al. 2000). Die Effekte auf diese Ge-
ne könnten dabei über die direkte Beeinflussung intrazellulärer Signalwege und damit ver-
bundene Aktivierung bzw. Hemmung von TF wie NF-κB zustande kommen. 
In den C2 zeigte sich eine starke Abhängigkeit der Expression von der Supplementierungs-
dauer. Nach 6-stündiger Kultivierung zeigten alle in FS-supplementierten Medien gewachse-
nen C2 eine im Vergleich zu den im Grundmedium kultivierten Zellen höhere cPLA2-
Expression, die bei den mit AA supplementierten C2 am höchsten war. Auch nach 48-
stündiger Kultivierung zeigten die im Grundmedium kultivierten C2 die niedrigste und die AA-
supplementierten Zellen die höchste Expression, gefolgt von den EPA-supplementierten C2. 
Nach 6 d ergab sich dagegen ein komplett anderes Bild. Die in AA- und EPA- kultivierten C2 
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exprimierten signifikant weniger cPLA2, als die im Grundmedium bzw. in den mit LA bzw. LE 
kultivierten Zellen. 
Bis zum jetzigen Zeitpunkt existieren nur wenige Studien zum Einfluss von FS auf die cPLA2-
Expression. Dazu zählt eine Untersuchung an humanen Prostata-Tumorzellen (PC-3), die 
sich mit der Wirkung der Supplementierung von AA auf die Expression der COX-2 und cPLA2 
beschäftigt (HUGHES-FULFORD et al. 2005). Dabei wurde die AA den PC-3 für nur 2 h in 
einer Konzentration von 5 µg/ml zugesetzt und verursachte dosisabhängig einen 5-fachen 
(COX-2) bzw. 3-fachen (cPLA2) Anstieg der Proteinexpression. Dies ähnelt den Ergebnissen 
der vorliegenden Arbeit nach 6-stündiger Kultivierung der C2 in AA. Diese AA-Effekte schei-
nen von der Umwandlung der AA zu PGE2 abhängig zu sein, da sie durch Zusatz eines 
COX-Inhibitors gehemmt werden konnten. Auch die Ergebnisse früherer Untersuchungen an 
C2 deuten darauf hin, dass der Einfluss einer FS-Supplementierung auf die cPLA2-
Expression deutlich von der Kultivierungsdauer abhängt. Nach 8-tägiger Kultivierung der 
Zellen in 14 µM PUFA zeigten die in AA bzw. EPA gewachsenen C2 eine im Vergleich zum 
Grundmedium signifikant erhöhte cPLA2-Expression (1,5- bzw. 3-fach; (GUECK et al. 2003; 
GUECK et al. 2004b). Diese Ergebnisse unterscheiden sich damit deutlich von denen der 
vorliegenden Untersuchung nach 6 d.  
Mehr Untersuchungen existieren zur Wirkung der Supplementierung von FS auf die COX-2-
Expression. Da vermutet wird, dass sich die Aktivierungsmechanismen der cPLA2- und COX-
2-Expression gleichen, soll kurz auf einige Ergebnisse dieser Untersuchungen eingegangen 
werden. Bei Mensch und Ratte wurde gezeigt, dass die für beide Proteine codierenden Gene 
sehr eng beieinander liegen und gemeinsame Promotorelemente besitzen (CROXTAL et al. 
1996; NEWMAN et al. 1997; NEWTON et al. 1997), was eine koordinierte Regulation beider 
Gene ermöglichen könnte. Bei humanen Keratinozyten wurde nach 24-stündiger Kultivierung 
der Zellen in EPA sowie GLA eine gesteigerte COX-2-Expression beobachtet, die durch 
PPARγ-Antagonisten sowie PLA2-Inhibitoren gehemmt werden konnte (CHENE et al. 2007). 
Basierend auf der Beobachtung, dass die COX-2-Expression durch PUFA über aus ihnen 
gebildete PG beeinflusst wird, wurde an Fibroblasten der Einfluss der Art des PG (PG der 2-
er oder 3-er Serie) auf die COX-2-Expression untersucht (BAGGA et al. 2003) Dabei zeigte 
sich, dass sowohl durch PGE2 (aus AA) als auch durch PGE3 (aus EPA) die Expression der 
COX-2 induziert wird, wobei PGE2 wirksamer erschien. Die Inkubation mit EPA bzw. AA er-
folgte in dieser Studie über jeweils 24 h. Geht man von einer möglichen Koregulation des für 
COX-2 und des für cPLA2 codierenden Gens aus, so spiegelt dies die Ergebnisse der vorlie-
genden Untersuchung nach 48-stündiger FS-Inkubation wider, wo es sowohl nach AA- als 
auch nach EPA-Supplementierung zu einer deutlichen Steigerung der cPLA2-Expression 
kam und die AA dabei etwas potenter als die EPA erschien.  
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Die Expression des cPLA2-Gens kann u.a. durch TF wie NF-κB beeinflusst werden. NF-κB 
liegt im inaktiven Zustand als Heterodimer im Zytoplasma vor, wo es an das inhibitorische 
Protein IκB gebunden ist. Aktivierende Stimuli bewirken die Phosphorylierung und Freiset-
zung von IκB, wodurch es zur Freisetzung und Translokation von NF-κB in den Zellkern 
kommt (CHEN et al. 1995). Besonders proinflammatorische Proteine codierende Gene besit-
zen eine so genannte NF-κB-Erkennungssequenz und sind damit einer Regulation durch 
diesen TF zugänglich (ANTHONSEN et al. 2001). Auch in der Promotorregion des cPLA2-
Gens wurde eine solche Erkennungssequenz gefunden (DE et al. 2006). Verschiedene Un-
tersuchungen belegen, dass PUFA NF-κB beeinflussen können. In einer murinen Makropha-
genzellinie führte die Supplementierung mit AA zu einer deutlichen Aktivitätssteigerung von 
NF-κB, die teilweise PGE2-vermittelt zu sein schien, während EPA keinen Effekt besaß 
(CAMANDOLA et al. 1996). Zu einem ähnlichen Ergebnis kam eine Untersuchung an glatten 
Muskelzellen der Ratte (BOUSSEROUEL et al. 2003). Andere Studien zeigten im Gegensatz 
dazu einen inhibitorischen Effekt der Supplementierung von EPA auf die Aktivierung von NF-
κB (DENYS et al. 2005; LI et al. 2000; ZHAO et al. 2004). Die Kultivierungsdauer betrug in 
den verschiedenen Studien maximal 24 h, die FS-Konzentrationen bewegten sich zwischen 
10 und 100 µM. Diese Ergebnisse ähneln damit für die vergleichbaren Kultivierungszeiträu-
me von 6 h und 48 h nur teilweise denen der vorliegenden Studie. Dies könnte damit erklärt 
werden, dass die cPLA2–Expression nicht nur einer alleinigen Regulation durch NF-κB unter-
liegt, sondern auch andere Faktoren ihre Expression beeinflussen. Dazu zählen TF, beson-
ders PPARγ sowie indirekt eine große Zahl von Faktoren, die die Wirkung dieser TF beein-
flussen können, u.a. Zytokine, UV-Strahlung, Lipoproteine sowie Bestandteile von Bakterien 
und Viren. Aufgrund der Vielzahl der möglichen Wechselwirkungen konnte hier nur auf einige 
Faktoren eingegangen werden, die durch PUFA zu beeinflussen sind und damit auch zur 
Modulation der cPLA2–Expression beitragen könnten.  
 
Beim Vergleich der Höhe der cPLA2-Expression mit der Höhe der cPLA2-Enzymaktivität 
konnte kein direkter Zusammenhang festgestellt werden, was die Vermutung nahe legt, dass 
beide Parameter einer unterschiedlichen Regulation unterliegen.  
5.7 Beeinflussung der Expression des PPARγ durch die 
Supplementierung verschiedener Fettsäuren 
PPARγ wird von einer Vielzahl von Zellen exprimiert, wobei die höchsten Raten bei Adipozy-
ten und Immunzellen ermittelt wurden. In Fütterungsversuchen an Ratten wurde wiederholt 
der positive Zusammenhang zwischen der Verabreichung fettreicher Diäten und der Steige-
rung der PPARγ-Expression in Adipozyten nachgewiesen (PEARSON et al. 1996; SHIMOI-
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KE et al. 1998; SPURLOCK et al. 2000; VIDAL-PUIG et al. 1996). Wie die vorliegende Arbeit 
zeigt, exprimieren auch C2 PPARγ. Dabei fällt - wie schon bei der cPLA2-Expression - auch 
bei der PPARγ-Expression die deutliche Abhängigkeit der Ergebnisse von der Kultivierungs-
dauer der C2 in den entsprechenden Medien auf. Während nach 6 h und noch deutlicher 
nach 48 h die Expression in den mit AA- und EPA-supplementierten Zellen im Vergleich zu 
den im Grundmedium bzw. in LA- und LE-supplementiertem Medium kultivierten Zellen signi-
fikant vermindert war, war sie nach 6 d im Vergleich zu den LA- und LE-supplementierten C2 
signifikant erhöht. Es scheint somit eher die Kettenlänge der FS als die Lokalisation der ω-
Doppelbindung für das Ergebnis von Bedeutung zu sein. Die Ergebnisse früherer Untersu-
chungen an C2, bei denen verschiedene PUFA in einer Konzentration von 14 µM für jeweils 
8 d supplementiert wurden, fielen ähnlich denen der vorliegenden Untersuchung nach 6-
tägiger Kultivierung aus. In der genannten Untersuchung führte die Zugabe von AA- bzw. 
EPA zum Medium zu einer im Vergleich zum Grundmedium signifikanten Erhöhung der 
PPARγ-Expression (GUECK et al. 2003; GUECK et al. 2004b). 
Die Ergebnisse anderer Studien dazu sind uneinheitlich. Die Zugabe von sowohl 10 µM als 
auch 100 µM EPA zu humanen Nierenzellen resultierte jeweils in einem signifikanten Anstieg 
der PPARγ-mRNA- und –Proteinexpression (LI et al. 2005). In humanen Adipozyten kam es 
nach der Supplementierung von EPA dosisabhängig ebenfalls zu einem signifikanten An-
stieg des PPARγ1-Spiegels, wobei ein Maximum bei einer EPA-Konzentration von 50 µM 
und einer Supplementierungsdauer von 6 h gemessen wurde. Die anderen getesteten PUFA 
(LE, DHA, n6-PUFA) hatten dagegen keinen Einfluss (CHAMBRIER et al. 2002). In humanen 
Herzmuskelzellen führte dagegen die Zugabe von 200 µM AA zu einer Reduktion der 
Transkription sowohl des PPARγ1- als auch des PPARγ2-Gens (ARMONI et al. 2005). Zum 
entgegen gesetzten Ergebnis kam eine Untersuchung an humanen Prostata-Karzinomzellen, 
in der die 2-stündige Zugabe von AA zu einer signifikanten Steigerung der PPARγ-
Expression führte (HUGHES-FULFORD et al. 2006). Eine mögliche Erklärung für diese un-
terschiedlichen Ergebnisse könnte in der Verwendung unterschiedlicher Zelllinien liegen. 
Unterstützt wird diese Vermutung durch eine Studie zum Einfluss von LA und CLA (konju-
gierte Linolsäure) auf das Wachstum verschiedener Tumorzelllinien (MAGGIORA et al. 
2004). Darin wurde deutlich, dass die Ergebnisse zum Einfluss der verwendeten PUFA auf 
die PPAR-Expression und das Wachstum der Zellen in Abhängigkeit von der chemischen 
Struktur der FS und den histologischen Eigenschaften sowie dem Malignitätsgrad der Zellen 
sehr verschieden waren. Entsprechend konnte auch an zwei murinen Hepatom-Zelllinien 
gezeigt werden, dass deren Supplementierung mit AA in der einen Zellinie (7777) keine Wir-
kung auf die PPARγ-Expression hatte, während in der anderen (JM2) ein deutlicher Anstieg 
zu verzeichnen war (CANUTO et al. 2001). Beim Vergleich der Supplementierung von GLA 
(45 µM, 48 h) auf die PPARγ-Expression in humanen Hirn-, Brust- und Prostatatumorzellen 
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und den entsprechenden nicht-malignen Zellen zeigte sich, dass GLA für die Expression der 
malignen Zellen keine Bedeutung hatte, während es in den normalen Zellen zu einem 3- bis 
6-fachen Anstieg der PPARγ-Expression kam (NWANKWO und ROBBINS 2001). 
Unter Berücksichtigung dieser Ergebnisse ist zu vermuten, dass die PUFA-Wirkung auf die 
PPARγ-Expression auch über PUFA-Metabolite zustande kommt. Zu diesen zählen bei-
spielsweise Eikosanoide, wie das aus AA synthetisierbare 15dPGJ2, das einen natürlichen 
PPARγ-Liganden darstellt (KREY et al. 1997; PALMER und WOLF 1998; YU et al. 1995). 
15dPGJ2 kann in Abhängigkeit vom Zelltyp und der Dosis die PPARγ-Expression beeinflus-
sen (BUTLER et al. 2000).  
Die in der vorliegenden Untersuchung via Western Blot bestimmten PPARγ-Proteinmengen 
spiegeln jeweils die Summe aus Proteinbiosynthese und Abbau wider. Für synthetische 
PPARγ-Liganden aus der Gruppe der Thiazolidindione konnte diesbezüglich gezeigt werden, 
dass sie nicht nur die transkriptionelle Aktivität des Rezeptors steigern, sondern gleichzeitig 
auch dessen proteasomalen Abbau induzieren (HAUSER et al. 2000). Auch für andere 
nukleäre Rezeptoren wurde ein solcher ligandenabhängiger proteasomaler Abbau beschrie-
ben (ALARID et al. 1999; EL und LECLERCQ 1999; NAWAZ et al. 1999; SYVALA et al. 
1998; ZHU et al. 1999). Eine andere Studie, in der sowohl ein synthetischer als auch ein na-
türlicher PPARγ-Ligand (15dPGJ2) hinsichtlich seines Einflusses auf die PPARγ-Expression 
in Adipozyten untersucht wurde, zeigte, dass die Expression durch beide Liganden nach 24 
h jeweils um ca. 90 % herunterreguliert wurde, während die Reduktion nach 72 h nur noch 
20-30 % betrug (ROSENBAUM und GREENBERG 1998). Obwohl für PUFA als natürliche 
PPARγ-Liganden noch keine diesbezüglichen Studien vorliegen, besteht doch die Möglich-
keit, dass auch sie nicht nur die Expression des Rezeptors beeinflussen, sondern im Sinne 
der Aufrechterhaltung eines Gleichgewichts auch dessen Abbau regulieren könnten. Dies 
könnte die verminderten PPARγ-Proteinspiegel nach 6- und 48-stündiger Kultivierung in den 
C20-PUFA AA und EPA erklären, welche als mehrfach ungesättigte FS mit 20 C-Atomen 
beim Vergleich verschiedener FS hinsichtlich ihrer PPARγ-Bindungsaffinität eigentlich zu 
denen mit der höchsten Affinität gehören (siehe 2.2.4.1). Würde eine verstärkte Rezeptorak-
tivierung wie bei den getesteten synthetischen Liganden auch einen verstärkten PPARγ-
Abbau zur Folge haben, könnte dies eine Erklärungsmöglichkeit darstellen. 
 
Desweiteren wird bei Betrachtung der Ergebnisse zum Einfluss der PUFA-Supplementierung 
auf die Expression von cPLA2 und PPARγ deutlich, dass sich die Ergebnisse besonders 
nach 6-tägiger Kultivierung fast umgekehrt zueinander verhalten, d.h. einer hohen PPARγ-
Expression nach Kultivierung in AA bzw. EPA steht eine verminderte cPLA2-Expression nach 
Kultivierung über denselben Zeitraum in diesen beiden C20-PUFA gegenüber. Dies weist auf 
einen möglichen regulatorischen Einfluss von PPARγ auf die cPLA2-Expression hin. So be-
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steht die Möglichkeit, dass PPARγ als TF über ein so genanntes PPAR response element 
(PPRE) in der Promotorregion des cPLA2-Gens einen direkten Effekt auf dessen Transkripti-
on ausübt. In der Literatur finden sich zwar bisher noch keine Hinweise für die Existenz eines 
solchen PPRE im cPLA2-Promotor, es wurde allerdings ein PPRE in der Promotorregion des 
COX-2-Gens nachgewiesen (PANG et al. 2003; PAWLICZAK et al. 2004; PONTSLER et al. 
2002). Da beide Gene sehr eng beieinander lokalisiert sind und einige identische Promotor-
elemente besitzen , ist nicht auszuschließen, dass auch das cPLA2-Gen ein PPRE besitzt 
und über dieses der direkten Regulation durch PPARγ zugänglich ist. Diese vermutete 
Hemmung der cPLA2-Expression der C2 durch PPARγ entspräche damit der beschriebenen 
antiinflammatorischen Wirkung dieses NR. Es soll an dieser Stelle aber erwähnt werden, 
dass die erhöhte PPARγ-Expression in den C2 nicht zwangsläufig mit einer gesteigerten 
Aktivität des Rezeptors einhergehen muss. Die entzündungshemmende Wirkung von PPARγ 
kann auch auf die Wechselwirkung dieses NR mit NF-κB zurückgeführt werden, der einen 
Schlüsselregulator für die Expression proinflammatorische Proteine codierender Gene dar-
stellt. So konnte gezeigt werden, dass es im Zuge der PPARγ-Aktivierung u.a. in Schaumzel-
len und Makrophagen zur Hemmung der Expression proinflammatorischer NF-κB-Zielgene 
kommt (GUPTA et al. 2001; PEREIRA et al. 2006; SHIOJIRI et al. 2002; UCHIMURA et al. 
2001). NF-κB steigert u.a. die Expression der COX und cPLA2 (MINAMIKAWA et al. 2009; 
WEI et al. 2009; YOU et al. 2004), so dass seine Hemmung möglicherweise eine verminder-
te Expression der beiden genannten Enzyme zur Folge hat. 
5.8 Fazit 
In früheren In-vitro-Untersuchungen wurde die positive Beeinflussung entzündlicher Reaktio-
nen durch PUFA-Supplementierung in C2 beschrieben. So führte die Zugabe von PUFA, 
insbesondere der n3-FS-Familie, zu einer verminderten Produktion entzündungsfördernder 
Eikosanoide, einer herabgesetzten Histaminausschüttung und einer verminderten Trypta-
seaktivität. Diese Ergebnisse stellen allerdings so genannte Langzeiteffekte dar, da die ent-
sprechenden Parameter nach 8-tägiger Kultivierung gemessen wurden. Untersuchungen zu 
kurz- (≤ 6 h) oder mittelfristigen Effekten (≤ 48 h) einer PUFA-Supplementierung auf das Ent-
zündungsgeschehen in C2 existieren dagegen noch nicht. Tatsächlich kam die vorliegende 
Untersuchung je nach Kultivierungsdauer zu z.T. sehr unterschiedlichen Resultaten. Beim 
Vergleich mit Studien an anderen Zelltypen fällt ebenfalls auf, dass sich die Ergebnisse je 
nach verwendetem Zelltyp und Supplementierungsdauer z.T. erheblich unterscheiden. Auch 
andere Faktoren wie die Konzentration der zugesetzten PUFA oder im Hinblick auf die His-
taminbestimmung die Art des Mastzellstimulans scheinen die Resultate zu beeinflussen. 
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Betrachtet man die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen, so muß davon ausgegan-
gen werden, dass die Effekte einer PUFA-Supplementierung z.T. stark von der Supplemen-
tierungsdauer abhängig sind. Desweiteren kommen zumindest die mittel- und langfristigen 
PUFA-Effekte nicht über eine Modulation der cPLA2-Aktivität zustande. Im Gegensatz dazu 
lassen die Untersuchungsergebnisse zur cPLA2- und PPARγ-Expression aber vermuten, 
dass die antiinflammatorischen Wirkungen von PUFA u.a. über die Beeinflussung der cPLA2 
durch PPARγ vermittelt werden. Weitere Untersuchungen dazu sollten folgen. 
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Die Verfütterung von Fetten mit mehrfach ungesättigter Fettsäuren (PUFA) stellt seit Jahren 
eine nebenwirkungsfreie Alternative in der Behandlung atopischer Erkrankungen wie der 
Caninen Atopischen Dermatitis (CAD) dar. Zahlreiche Studien belegen die antiinflammatori-
sche Wirkung der PUFA und die damit verbundene Besserung der klinischen Symptomatik. 
Diese antiinflammatorische Wirkung kommt auf molekularer Ebene zustande, indem die 
supplementierten Fettsäuren die Eigenschaften zellulärer Membranen verändern, intrazellu-
läre Signalwege und Enzyme beeinflussen sowie die Expression verschiedener Gene modu-
lieren. 
Die cytosolische Phospholipase A2 (cPLA2) stellt eines der Schlüsselenzyme im Rahmen der 
Synthese proinflammatorischer Eikosanoide dar, die allergische Symptome wie Juckreiz und 
Hautrötungen bedingen. Sie spaltet bevorzugt Arachidonsäure (AA) aus der sn2-Position 
membranständiger Phospholipide ab und stellt somit das Substrat für die Synthese von Ent-
zündungsmediatoren wie Prostaglandinen, Leukotrienen und Thromboxanen zur Verfügung.  
Peroxisomen-Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPAR) gehören zur Großfamilie der Kernre-
zeptoren. Besonders die Isoform PPARγ ist an der Regulation der Expression verschiedener 
proinflammatorischer Proteine beteiligt, wie z.B. der Cyclooxygenase (COX). PUFA gehören 
zu den natürlichen Liganden dieser Rezeptoren, was die Vermutung nahe legt, dass zumin-
dest ein Teil der Wirkungen über die Beeinflussung dieser Rezeptoren vermittelt wird. Über 
die Beeinflussung der Expression des cPLA2-Gens durch PPAR existieren zurzeit noch keine 
Erkenntnisse. 
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Mastzellen spielen eine zentrale Rolle im Rahmen der Pathogenese allergischer Erkrankun-
gen. Auf einen allergenen Stimulus hin sind sie in der Lage, präformierte (z.B. Histamin) und 
de novo synthetisierte Entzündungsmediatoren (z.B. Eikosanoide) freizusetzen und damit die 
für allergische Erkrankungen typischen Symptome hervorzurufen. 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, an einer caninen Mastozytomzelllinie (C2) die zeit-
abhängigen Effekte der Supplementierung des Zellkulturmediums mit jeweils 20 µM n3-
PUFA (α-Linolensäure LE, C18:3n3; Eikosapentaensäure EPA, C20:5n3) und n6-PUFA (Li-
nolsäure LA, C18:2n6; Arachidonsäure AA, C20:4n6) auf das Wachstum, das zelluläre Fett-
säurenmuster, die Histaminfreisetzung, die Aktivität und Expression der cPLA2 sowie die 
Expression von PPARγ zu untersuchen. Vergleichend wurden die C2 auch im Grundmedium 
kultiviert. Zur Untersuchung des Einflusses der PUFA auf das Wachstum der Zellen erfolgte 
die Kultivierung über einen Zeitraum von 8 Tagen. Um die zeitabhängigen Effekte feststellen 
zu können, wurden die Zellen 6 h, 48 h bzw. 6 Tage in den entsprechenden Medien bzw. 
dem Grundmedium kultiviert und danach die folgenden Verfahren angewendet.  
– Bestimmung des zellulären Fettsäurenmusters mittels Gaschromatographie (GC) 
– Bestimmung der Histaminfreisetzung mit Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 
(HPLC) 
– Bestimmung der Aktivität der cPLA2 über Messung der freigesetzten [3H]Arachidon-
säure 
– Bestimmung der Expression der cPLA2 und des PPARγ mittels Western Blot. 
Die Ergebnisse zeigen, dass die Fettsäuren-Supplementierung keinerlei Auswirkung auf das 
Zellwachstum hat. Sie führt aber zur Anreicherung der jeweils angebotenen Fettsäure sowie 
ihrer Elongations- und Desaturierungsprodukte. Die Effekte auf die spontane und auch auf 
die Mastoparan-stimulierte Histaminfreisetzung waren zeitabhängig sehr unterschiedlich. Die 
Zugabe der Fettsäuren hatte auf die spontane cPLA2-Aktivität der Zellen nur bei längerer 
Kultivierungsdauer (6 d) einen Einfluss, wobei es zu einer Minderung der Aktivität nach PU-
FA-Gabe kam. Im Gegensatz dazu zeigten die Mastoparan-stimulierten C2 nur nach 6-
stündiger Kultivierung eine signifikante Erhöhung der cPLA2-Aktivität in den mit den n6-FS 
supplementierten Medien. Die cPLA2-Expression war in ihrer Höhe von der Kultivierungs-
dauer abhängig. Nach 6 h zeigten die PUFA-supplementierten C2 eine im Vergleich zum 
Grundmedium gesteigerte Expression, unabhängig von der Art der zugesetzten Fettsäure. 
Nach 48 h war die Expression in den C20-PUFA-supplementierten C2 deutlich erhöht, wäh-
rend sie nach 6-tägiger Kultivierung in den mit C20-PUFA angereicherten Medien signifikant 
reduziert war. Der fehlende Zusammenhang zwischen der Aktivität des Enzyms und der Hö-
he der cPLA2-Expression lassen auf eine unterschiedliche Regulation dieser beiden Parame-
ter schließen. Die PPARγ-Expression verhielt sich, besonders nach 48-stündiger und 6-
tägiger Kultivierung, umgekehrt zur cPLA2-Expression. Dabei deutet das annähernd gegen-
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sätzliche Verhalten von cPLA2 und PPARγ nach 48 h und 6 d auf eine mögliche Beteiligung 
des Kernrezeptors an der Regulation der cPLA2-Expression hin. 
Aus den vorliegenden Untersuchungen geht somit deutlich hervor, dass die C2 mit der cPLA2 
und dem PPARγ zwei bedeutende Regulatoren von Entzündungsprozessen exprimieren und 
somit als Modell zur Erforschung der Pathogenese der CAD geeignet sind.  
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For years dietary supplementation with polyunsaturated fatty acids (PUFA) is used as a 
therapeutic agent free of adverse effects in the treatment of atopic diseases like canine 
atopic dermatitis (CAD). Numerous studies document the anti-inflammatory effects of PUFA 
and the improvement of clinical symptoms in atopic diseases. These effects are the result of 
changes at the molecular level caused by PUFA, for example alteration of the properties of 
cellular membranes, influences on intracellular signalling pathways and enzymes as well as 
modulation of gene expression. 
The cytosolic phospholipase A2 (cPLA2) is one of the key enzymes involved in the synthesis 
of proinflammatory eicosanoids causing allergic symptoms like pruritus and erythema. It 
preferentially cleaves arachidonic acid from the sn2-position of membranous phospholipids 
and thus provides the precursor for the synthesis of proinflammatory mediators like pros-
taglandines, leukotrienes and thromboxanes. 
Peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR) belong to the super family of nuclear 
receptors. Especially the PPARγ isoform is involved in the regulation of numerous proin-
flammatory genes, including cyclooxygenase (COX). PUFA are natural ligands of these re-
ceptors, suggesting that at least some of the PUFA effects are mediated by these receptors. 
Up till now, the influence of PPARγ on the cPLA2 gene is not well understood. 
Mast cells play a key role in the pathogenesis of allergic diseases. Following an allergic 
stimulus, they are able to release preformed (e.g. histamine) and de novo synthesized pro-
inflammatory mediators (e.g. eicosanoids) and thus induce symptoms typical for allergic dis-
eases. 
The aim of this study was the examination of time-dependent effects of PUFA on cell growth, 
cellular fatty acid composition, histamine release, PPARγ expression, cPLA2 activity and ex-
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pression in a canine mastocytoma cell line after supplementation of the cell culture media 
with 20 µM n6- (linoleic acid LA, C18:2n6; arachidonic acid AA, C20:4n6) or n3-PUFA (α-
linolenic acid LE, C18:3n3; eicosapentaenoic acid EPA, C20:5n3)). As a control C2 were 
cultured in a basic medium.  
For examination of PUFA effects on cell growth, C2 were cultured for 8 days. To study time-
dependent effects, cells were harvested after 6 hours, 48 hours or 6 days for determination 
of: 
– cellular fatty acid composition by gas chromatography (GC) 
– histamine release by high performance liquid chromatography (HPLC) 
– cPLA2 activity by determination of released [3H] arachidonic acid 
– cPLA2 and PPARγ expression by western blot 
The results show, that the dietary supplementation of n3- or n6-PUFA has no effect on cell 
growth. After supplementation with one of the PUFA named above, an enrichment of this 
PUFA and its elongation and desaturation products could be detected. PUFA effects on 
spontaneous and mastoparan-stimulated histamine release were time-dependent and dif-
fered comparing 6 h, 48 h and 6 d. Spontaneous cPLA2 activity was only influenced by long-
term PUFA supplementation (6 d) in terms of a reduction. By contrast, significant differences 
in cPLA2 activity of mastoparan-treated cells could be detected after 6 hours of cultivation. 
LA- and AA-cultured cells showed a significantly increased enzyme activity. 
The cPLA2 expression level strongly depended on the cultivation period. After 6 h, PUFA-
supplemented cells showed an increased expression compared to those cultured in the basic 
medium. After 48 h, the expression level of C2 cultured in C20-PUFA was significantly 
higher, while long-term cultivation (6 d) in one of the C20-PUFA resulted in a significant de-
crease. There was no correlation between cPLA2 enzyme activity and cPLA2 expression 
level, suggesting, that both parameters undergo a different regulation. PPARγ expression 
levels were almost reversed compared to that of cPLA2 especially after 48 h and 6 d, indicat-
ing a possible role for PPARγ in regulating cPLA2 expression.  
The present study proves that canine C2 express cPLA2 and PPARγ, two important regula-
tors of inflammation and therefore may act as a model to examine pathogenesis of CAD.  
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9 Anhang 
9.1 Material 
9.1.1 Verbrauchsmaterialien 
Glasröhrchen (Wheaton-Kultur-Röhrchen) Fa. Th. Geyer, Berlin 
Kryogefäße (2 ml) Greiner bio-one GmbH, Solingen 
Petrischalen Greiner bio-one GmbH, Solingen 
Pipetten (5 ml, 10 ml) Sarstedt, Nürnbrecht 
Pipetten Eppendorf Research® (0,5-10 µl; 10-
100 µl; 100-1000 µl), Transferpette® (0,5-20 µl; 
20-100 µl; 100-1000 µl) 
Eppendorf, Hamburg; Brand, Wertheim 
Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg 
Polypropylenröhrchen MERCK, Darmstadt 
Reaktionsgefäße (0,25 ml; 0,5 ml; 1,5 ml) Greiner bio-one GmbH, Solingen;  
Eppendorf, Hamburg 
Schraubkappen mit teflonbeschichteten Dich-
tungen 
Fa. Th. Geyer, Berlin 
96-Well-Platten Fa. TPP 
Zentrifugenröhrchen (15 ml; 50 ml) Greiner bio-one GmbH, Solingen 
Zellkulturflaschen CELLSTAR® (25 cm2, 75 cm2) Greiner bio-one GmbH, Solingen;  
Zellkulturschalen TISSUE CULTURE (60 mm) Sarstedt, Nürnbrecht 
 
9.1.2 Geräte 
Abzug S/TA/120/1297 Prutscher Laboratoriumseinrichtungen 
GmbH, München 
Autoklav 3850 ELV Tuttnauer Systec, Wettenberg 
Chemiluminescence-Imagingsystem BIORAD, München 
Elektrophoreseapparatur Mini-PROTEAN 3 BIO-RAD, München 
Fluoreszenzmikroskop Zeiss, Jena 
Gelkammer Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Bio-Rad, München 
Gas-Sicherheitsbrenner Schütt, Göttingen 
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Gaschromatographieanlage 
 Gaschromatograph CP3800 
 Autosampler 8200 
 Säule Omegawax TM 320 (SUPELCO) 
 Gaschromatographie-Messröhrchen 
 
Varian, Darmstadt 
Varian, Darmstadt 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Varian, Darmstadt 
GSA-Zentrifugenröhrchen Sorvall, Langenselbold 
Heizrührer Schott, Jena 
Hochleistungsflüssigchromatographie  
(HPLC-)-Anlage 
Knauer GmbH, Berlin 
Inkubatoren HeraCell, HeraCell 240, Function 
Line 
Heraeus, Langenselbold 
Inkubationsschüttler Unimax 1010 Heidolph, Kelheim 
Invertmikroskop Zeiss, Jena 
Konfokales Lasermikroskop Leica TCS SP II Leica Mikrosysteme, Bensheim 
PCR-Cycler Biometra, Göttingen 
pH-Meter Delta 320 Mettler-Toledo, Gießen 
Photometer Bio-Rad, München 
Pipettierhilfe Akku-Jet Brand, Wertheim 
Präzisionswaage BP 221S Sartorius, Göttingen 
Reagenzglasschüttler REAX top Heidolph, Schwabach 
Rotoren Sorvall, Langenselbold 
Spannungsgerät E 802 Consort, Turnhout, Belgien 
SS-34-Zentrifugenröhrchen Sorvall, Langenselbold 
Sterilwerkbank HERA Safe Heraeus, Langenselbold 
Stromversorgungsgerät Power Pac 300 BIO-RAD, München 
Szintillationsröhrchen WHEATON Disposable 
Scintillation Vials 
Fa. Th. Geyer, Berlin 
Szintillationszähler Wallac 1409 Liquid Scintil-
lation Counter 
Perkin Elmer LAS GmbH, Rodgau-
Jügesheim 
Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg 
Transilluminator VWR, Darmstadt 
Videoprintanlage VWR, Darmstadt 
Vortex-Gerät Heidolph, Kelheim 
Wallac VICTOR 1420 Multilabel Counter Perkin Elmer LAS GmbH, Rodgau-
Jügesheim 
Western Blot-Apparatur Semi-Phor Hoefer, San Francisco 
Wasseraufbereitungsanlage PureLab Plus UF ELGA LabWater, Celle 
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Wasserbad Julabo, Seelbach 
Zentrifugen 
  Biofuge 13, 28 RS 
  Biofuge 
  Kühlzentrifuge 
 
  Minifuge 
  Multifuge 3 S-R 
 
Heraeus, Langenselbold 
Heraeus, Langenselbold 
Eppendorf, Hamburg 
Sorvall, Langenselbold 
Qualitron 
Heraeus, Langenselbold 
 
9.1.3 Chemikalien 
Ammoniumpersulfat AppliChem GmbH, Darmstadt 
Arachidonsäuremethylester SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen 
Bio-Rad Protein Assay-Farbstoffkonzentrat BIO-RAD, München 
Bromphenolblau AppliChem GmbH, Darmstadt 
BSA SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen 
Butylhydroxytoluol (BHT) SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen 
Calciumchlorid Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
CelLytic™ M Cell Lysis Reagent SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen 
Coomassie brillantblau G-250 Ferak, Berlin 
DMEM/ HAM´s F12 BIOCHROM AG, Berlin 
Ethanol (96%ig) Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Fettsäurensubstrate (LA, LE, AA, EPA) Matreya, USA 
FIM-FAME-6 Mix Matreya, USA 
Fötales Kälberserum (FKS) PAA, Österreich 
Glukose SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen 
Glycerin Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Glycin AppliChem GmbH, Darmstadt 
Iscove´s Basalmedium BIOCHROM AG, Berlin 
Kaliumchlorid Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Kaliumdihydrogenphosphat Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
L-α-Phospatidylcholin-C17:0 Matreya, USA 
L-Histidin SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen 
Magnesiumchlorid MERCK, Darmstadt 
Magnesiumsulfat MERCK, Darmstadt 
Mastoparan Fa. BACHEM, Heidelberg 
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Mercaptoethanol SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen 
Methanol  Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
methanolische Salzsäure SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen 
Methyl-cis-7,10,13,16,19-Docosapentaensäure SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen 
Methyl-cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaensäure SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen 
Milchpulver Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
n-Hexan Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
N-[Hydroxyethyl]piperazine-N-[2-ethanesulfonic acid]-
sodium salt (HEPES) 
SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen 
Natriumchlorid Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Natriumhydrogencarbonat MERCK, Darmstadt 
Natriumdihydrogenphosphat Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Natriumhydrogenphosphat Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Omegawax column test mix SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen 
Penicillin / Streptomycin BIOCHROM AG, Berlin 
PIERCE ECL Western Blotting Substrate PIERCE, Rockford, USA 
Protease Inhibitor Cocktail SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen 
Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1) Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
SDS AppliChem GmbH, Darmstadt 
TEMED Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
TRIS-HCl AppliChem GmbH, Darmstadt 
Trypanblau SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen 
Tween 20 MERCK, Darmstadt 
 
9.1.4 Puffer / Lösungen 
4x Trenngelpuffer (1,5 M Tris/Base): 18,15 g  
ad 100 ml  
 
Tris /Base 
Aqua bidest. 
pH 8,8 
4x Sammelgelpuffer (0,5 M Tris/Base): 30,30 g  
ad 500 ml  
 
Tris/Base 
Aqua bidest. 
pH 6,8 
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10x Laufpuffer/Elektrodenpuffer: 7,50 g  
36,00 g  
ad 250 ml 
Tris/Base 
Glycin 
Aqua bidest. 
1x Laufpuffer/Elektrodenpuffer: 50,00 ml  
2,50 ml  
ad 500 ml 
10x Laufpuffer 
SDS 10 % (w/v) 
Aqua bidest. 
Probenpuffer: 3,55 ml  
1,25 ml  
2,50 ml  
2,00 ml  
0,20 ml 
Aqua bidest. 
0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 
Glycerol 
10 % (w/v) SDS 
0,5 % (w/v) Bromphenol-
blau 
 Aliquote zu je 950 μl hergestellt und 
bei –20°C gelagert; unmittelbar vor 
der Verwendung 50 μl β-Mercapto-
ethanol hinzugefügt 
Coomassie Brillant Blue – Färbelösung: 43,00 ml  
200,00 mg  
457,00 ml 
70 %ige Perchlorsäure 
Coomassiebrillantblau G-250
Aqua bidest. 
PBS: 8,00 g  
0,20 g  
2,30 g  
0,20 g  
ad 1000,00 ml  
 
NaCl 
KCl 
Na2HPO4 .⋅2H2O 
KH2PO4 
Aqua bidest. 
pH 7,4 
autoklavieren 
PBST: 0,50 ml  
ad 500,00 ml 
Tween 20 
PBS 
PBSM (10%, Blocking-Puffer): 5,00 g  
ad 50,00 ml 
Milchpulver 
PBST 
PBSM (5%): 5,00 g  
ad 100,00 ml 
Milchpulver 
PBST 
Blotting-Puffer: 3,03 g  
14,43 g  
200,00 ml  
Tris/Base 
Glycin 
Methanol 
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ad 1000,00 ml Aqua bidest. 
CMF-Tyrode-Puffer: 8,00 g  
0,20 g  
0,05 g  
1,00 g  
0,50 g 
ad 1000,00 ml  
 
 
NaCl 
KCl 
Na2HPO4⋅2H2O 
Glucose 
NaHCO3 
Aqua bidest. 
pH 7,2 
steril filtrieren 
Tyrode-Puffer mit 25 mM HEPES und 
0,1% BSA: 
8,00 g  
0,20 g  
0,05 g  
1,00 g  
0,20 g  
0,10 g  
0,50 g  
6,00 g  
1,00 g  
ad 1000,00 ml  
 
 
NaCl 
KCl 
Na2HPO4⋅2H2O 
Glucose 
CaCl2 
MgCl2⋅6 h2O 
NaHCO3 
HEPES 
BSA 
Aqua bidest. 
pH 7,2 
steril filtrieren 
HBSS-Puffer: 0,399 g  
0,0534 g  
0,540 g  
0,358 g  
0,072 g  
7,946 g  
1,008 g  
ad 1000,00 ml  
 
 
KCl 
Na2HPO4⋅2H2O 
KH2PO4 
NaHCO3 
MgSO4 
NaCl 
Glucose 
Aqua bidest. 
pH 7,4 
steril filtrieren 
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9.1.5 Antikörper 
Mouse Anti-cPLA2 IgG Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg 
Rabbit Anti-PPARγ IgG Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg  
Mouse Anti-GAPDH IgG HISS Diagnostics GmbH, Freiburg i. Br. 
Goat Anti-Mouse IgG PIERCE Biotechnology Inc., Rockford, USA 
Goat Anti-Rabbit IgG PIE Biotechnology Inc., Rockford, USA 
9.2 Erstellung der BSA-Eichreihe für die Proteinbestimmung 
nach BRADFORD 
BSA-Konzentration (μg/ml) Volumen der 250 μg/ml-BSA-
Standardlösung (μl) 
Volumen 0,1M NaOH (μl) 
100 600 900 
80 320 80 
60 240 160 
50 120 120 
40 160 240 
30 90 210 
20 80 320 
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9.3 Tabellen 
Tab. A: Fettsäuren im Fötalen Kälberserum (FKS) (MW ± SD; n = 3). 
Fettsäure nmol Fettsäure/ml FKS Nmol Fettsäure/g Protein 
C14:0 19 ± 5 623 ± 151 
C15:0 10 ± 2 325 ± 65 
C16:0 209 ± 6 6974 ± 208 
C16:4n1 9 ± 2 289 ± 61 
C18:0 106 ± 2 3531 ± 75 
C18:1n9 176 ± 5 5867 ± 161 
C18:1n7 49 ± 3 1649 ± 111 
C18:2n6 59 ± 1 1958 ± 30 
C18:3n3 5 ± 1 156 ± 40 
C20:3n6 18 ± 1 612 ± 47 
C20:4n6 67 ± 7 2219 ± 233 
C20:5n3 8 ± 1 250 ± 146 
C22:0 4 ± 1 129 ± 17 
C22:5n3 36 ± 1 1193 ± 40 
C24:0 3 ± 1 113 ± 37 
C22:6n3 36 ± 1 1205 ± 39 
C24:1n9 4 ± 1 138 ± 22 
 
Tab. B: Responsfaktoren (RF) quantifizierter Fetsäuremethylester (FAME). 
FAME RF kalibriert RF geschätzt  FAME RF kalibriert RF geschätzt 
C10:0 0,826   C18:3n3 0,934  
C12:0 0,892   C18:4n3  0,950 
C14:0 0,932   C20:0 1,190  
C14:1n5 0,942   C20:1n9 1,153  
C15:0 0,960   C20:2n6 1,144  
C15:1n5 0,926   C20:3n6 1,087  
C16:0 1,012   C20:4n6 1,098  
C16:1n7 0,970   C20:3n3 1,038  
C16:2n4  0,970  C2:4n3  1,050 
C17:0 1,000   C20:5n3 1,051  
C16:4n1  0,920  C22:0 1,267  
C17:1n7 0,909   C22:1n9 1,254  
C18:0 1,078   C22:2n6 1,264  
C18:1n9 1,076   C23:0  1,300 
C18:1n7  1,070  C22:4n6  1,190 
C18:2n6 1,027   C22:5n3 0,829  
C18:2n4  1,020  C24:0  1,350 
C18:3n6 1,001   C22:6n3 1,015  
C18:3n4  0,950  C24:1n9 1,331  
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ihre Freundschaft und die wunderschöne Zeit. Besonders Anja danke ich für die große Hilfe 
beim Korrekturlesen und das Schubsen über die Zielgerade. 
Desweiteren danke ich den Mitarbeitern des Biotechnologisch-Biomedizinischen Zentrums, 
Bereich Molekularbiologisch-biochemische Prozesstechnik, für die Bereitstellung des Chemi-
luminescence-Imagingsystems. 
Mein Dankeschön gilt nicht zuletzt meinen Freunden und meiner Familie, die nie gezweifelt 
und mich immer angespornt haben. Besonders danke ich meinen Eltern für ihr Vertrauen 
und ihre bedingungslose Unterstützung. Danke, dass es euch gibt! 
 
